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2-µm-Plasmid, 2-Mikron-Ring  
Plasmid mit einer Größe von 2 µm, das in vielen Kopien in Saccharomyces cerevisiae vor-
kommt und als Ausgangsmaterial ür verschiedene Klonierungsvektoren dient 
ATP  
Adenosintriphosphat, Nukleotid aus einem Adenosin und 3 Phosphatgruppen, wichtigster 
unmielbarer Energielieferant von Pro- und Eukaryotenzellen  
auxotropher Deletionsstamm  
mutierter Mikroorganismenstamm, mit zwecks Selektion gezielt deletierten Genen, der 
nur unter externer Zugabe des betroffenen Nährstoffes wächst, während der Wildtyp 
diese Substanzen selbst produzieren kann (z. B. benötigt der Hefestamm BY4741 Histidin, 
Leucin, Methionin und Uracil, da die Gene zur Biosynthese deletiert sind) 
Basensequenz  
Abfolge der Nukleinbasen Adenin, ymin bzw. Uracil, Cytosin und Guanin in DNA und 
RNA 
Codon  
Triple aus aufeinanderfolgenden Nukleinbasen, welches eine Aminosäure codiert bzw. 
als Stop- oder Terminationscodon fungiert 
Co-Faktor  
Nicht-Protein-Komponente, die essentiell ür die katalytische Aktivität eines bestimmten 
Enzyms ist 
Deletion  
Mutation, bei der eine oder mehrere Basen in der DNA-Sequenz fehlen 
Deletionsstamm  
▶ s. auxotropher Deletionsstamm 
DNA  
Desoxyribonukleinsäure, Biomolekül, Träger der Erbinformation 
DNA-Sequenz  
▶ s. Basensequenz  
endogen  
Herkun aus dem Inneren; bezeichnet i. d. R. Substanzen oder Eigenschaen, die ein 
Organismus selbst generiert 
Eukaryot  
Organismen mit echtem Zellkern, z. B. Tiere, Pflanzen, Pilze 
exogen  
externe Herkun; bezeichnet i. d. R. Einflüsse oder Substanzen, die einem Organismus 
von außen zugeührt werden müssen 
Expression, exprimieren  
▶ s. Genexpression 
Fusionsprotein  
rekombinantes Hybridprotein, das durch die gemeinsame Expression zweier Gene oder 
Genteile, die hintereinander im Genom liegen, entsteht (z. B. Protein mit angeügtem 
Signalpeptid) 
Glossar 
XII   
Gen  
kleinster, funktionaler DNA-Abschni, der die Synthese eines Proteins oder biologisch 
aktiver RNA codiert 
Genexpression, exprimieren  
Übersetzung der genetischen Information in RNA und weiter in Proteine 
Genom  
Gesamtheit aller Gene eines Organismus 
hepatisch 
die Leber betreffend, über die Leber verstoffwechselt 
heterolog  
abgeleitet von einer anderen Spezies 
His-tag 
▶ s. Polyhistidin-tag 
horizontaler Gentransfer  
bezeichnet die Übertragung von genetischem Material zwischen zwei Organismen 
unabhängig von der Zellteilung und bestehenden Artgrenzen (im Unterschied zum 
vertikalen Gentransfer, bei dem genetisches Material entlang der Abstammungslinie von 
einer Generation in die nächste weitergegeben wird) 
Katabolismus  
Gesamtheit der Stoffwechselwege, auf denen durch den Abbau komplexer Moleküle 
Energie freigesetzt wird 
Klon  
Population aus gleichartigen Zellen, die identische DNA-Moleküle enthalten 
kompetent  
Eigenscha einer Mikroorganismenkultur, die so vorbehandelt wurde, dass die Zellen in 
Lösung befindliche freie DNA (z. B. Plasmide) aufnehmen können 
Konjugation  
Prozess, bei dem Gene zwischen Bakterien übertragen werden, indem ein Zell-Zell-
Kontakt über Pili hergestellt wird 
konstitutiv   
beschreibt Gene, die dauerha exprimiert werden 
konstitutiver Promotor  
dauerha aktiver Promotor 
Konstrukt  
Vektor, der aus verschiedenen Genen und DNA-Segmenten zusammengesetzt ist 
Kopienzahl   
Zahl der Moleküle eines Plasmids innerhalb einer Wirtszelle 
Leadersequenz  
▶ s. Signalpeptid 
multiple cloning site (mcs), multiple Klonierungsstelle   
synthetischer DNA-Abschni, der Schnistellen ür verschiedene Restriktionsenzyme 
enthält 
Mutation  




Baustein von Nukleinsäuren (DNA und RNA) bestehend aus Basen-, Zucker, und Phosphat-
anteil 
parenteral  
unter Umgehung des Verdauungstraktes, Applikationsform von Medikamenten, die 
z. B.  durch Injektion verabreicht werden 
Plasmid  
selbstreplizierendes, in der Regel ringörmiges genetisches Element, das unabhängig vom 
Wirtschromosom vorliegt und kein Bestandteil des dauerhaen Genoms ist; häufig in 
prokaryotischen-, selten in eukaryotischen Zellen vorhanden; kann in verschiedenen 
Kopienzahlen vorliegen; R-Plasmide sind Träger von Resistenzgenen 
Polyhistidin-tag, His-tag  
Aminosäuresequenz aus meist 6 aufeinanderfolgenden Histidin-Molekülen, die mit dem 
Protein fusioniert sind; ermöglicht die Reinigung rekombinanter Proteine miels Nickel-
Affinitätschromatographie 
Prokaryot  
einzellige Organismen ohne Zellkern, z. B. Bakterien 
Proliferation  
▶ s. Zellproliferation 
Promotor 
vor dem Gen gelegene DNA-Region, die die RNA-Polymerase bindet und so die Gen-
expression ermöglicht (z. B. GPD-Promotor bei Saccharomyces cerevisiae) 
Proteasen  
Enzyme, die Proteine spalten können 
Punktmutation  
Genmutation, bei der nur eine einzelne Nukleinbase und deren Partner im komplemen-
tären DNA-Strang betroffen ist 
rekombinant   
mit Hilfe von gentechnischen Methoden durch Neukombination von genetischem 
Material erzeugte Organismen, dadurch neu produzierte Plasmide, Proteine oder andere 
Biomoleküle 
Replikationsursprung  
Position auf einem DNA-Molekül, an der die Replikation beginnt 
Restriktions-Endonuklease   
Enzym, das doppelsträngige DNA an einer bestimmten Basensequenz (Erkennungs-
sequenz) schneidet 
RNA 
Ribonukleinsäure, eine wesentliche Funktion besteht in der Umsetzung von der 
genetischen Information in Proteine, mRNA: messenger-RNA fungiert als Informations-
träger bei der Übersetzung der DNA in Aminosäuren 
RNA-Polymerase  
Enzym, das die Synthese von Ribonukleinsäuren aus Ribonukleotiden katalysiert 
Sekretion 
bezeichnet auf zellulärer Ebene das Ausschleusen von einzelnen Proteinen aus der Zelle 
heraus 
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Selektion  
Methode zur Gewinnung eines Klons, der ein gewünschtes rekombinantes DNA-Molekül 
enthält, durch Kultivierung unter spezifischer Wachstumsrestriktion 
Selektionsmarker  
Gen in einem Klonierungsvektor, das der Zelle, die dieses enthält, eine erkennbare und 
selektierbare Eigenscha verleiht (z. B. Antibiotikaresistenz oder Gen zur Biosynthese 
von essentiellen Substanzen wie Uracil) 
Sezernierung, sezernieren  
▶ s. Sekretion 
Shuttlesequenz  
▶ s. Signalpeptid 
Shuttlevektor  
Klonierungsvektor, der sich in den Zellen mehrerer Arten (z. B. E. coli und Hefen) ver-
mehren kann (z. B. das Plasmid p426) 
Signalpeptid   
Aminosäuresequenz eines Proteins, die den Transport dieses Proteins in ein bestimmtes 
Zellorganell, oder aus der Zelle heraus, vermielt (z. B. HSP150 oder MFα) 
Terminationssequenz 
Sequenz auf der DNA, die das Ende eines Gens markiert 
Transformation  
Prozess, bei dem freie DNA in eine kompetente Zelle übertragen wird  
Überexpression  
stark erhöhte Expression eines Gens, mit dem Ziel einer hohen Proteinausbeute 
Vektor  
Transportvehikel zur Übertragung von Fremd-DNA, das in einem Wirtsorganismus zur 
Replikation beähigt ist (Klonierungsvektor) und aus dem durch Einbau eines fremden 
Genes ein rekombinantes DNA-Molekül konstruiert werden kann 
Zellproliferation   






Neben den Abkürzungen der Deutschen Rechtschreibung laut Duden sowie dem Drei- und 
Einbuchstaben-Code zur Benennung der proteinogenen Aminosäuren und der Nukleinbasen 
wurden die folgenden Abkürzungen verwendet:  
 
AMP, AMP-D₅  Ampicillin, Ampicillin-pentadeuteriert 
AMX, AMX-D₄  Amoxicillin, Amoxicillin-tetradeuteriert  
Anhydro-ERY Anhydroerythromycin 




bla β-Lactamase (Gen-Bezeichnung) 
BG Bestimmungsgrenze 
 
CAD Collisionally Activated Dissociation 
CAS-Nr. internationaler Bezeichnungsstandard für chemische Stoffe (Chemical Abstracts Service 
Registry Number) 
CEF, CEF-D₃ Cefotaxim, Cefotaxim-tertdeuteriert  
CEM Channel Electron Multiplier 







cps counts per seconds, Signalintensität am LC-MS 
CSM complete supplement mixture 
CXP Collision Exit Potential 




DDD definierte tägliche Tagesdosis (Defined Daily Dose) 
DIN Deutsches Institut für Normung 
DMSO Dimethylsulfoxid 
DP Declustering Potential 
 
E. coli Escherichia coli 
EDTA Ethylendiamintetraacetat 
EG Erfassungsgrenze 
EP Entrance Potential 
EPA Environmental Protection Agency, US-Behörde zum Schutz der Umwelt 
ERY, ERY-D₆ Erythromycin, Erythromycin-hexadeuteriert  
ESBL Extended-Spectrum β-Lactamasen  
ESI(+), ESI(-) Electrospray Ionisation, (+) positive mode, (-) negative mode  








XVI   
HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HPLC, LC High Performance Liquid Chromatography (Hochleistungs-Flüssigkeitschromatographie) 
HSP150 heat shock protein (Hitzeschockprotein, 150 kDa)  
 
IfG Institut für Genetik 
ISTD interner Standard 











MFα mating factor α 
MOPS (N-Morpholino)propansulfonsäure 
MRM Multiple Reaction Monitoring 
MS Massenspektometrie bzw. -spektrometer 
MWCO Molecular weight cut-off, Molekulargewichts-Ausschlussgröße 
 








OD₆₀₀ optische Dichte einer Zellkultur (bei λ = 600 nm vermessen) 
 
p. a. pro analysi (zur Analyse) 
PBP Penicillin-bindende-Proteine  
Pen G Penicillin G 
PIP Piperacillin 
Pro Produkt-Ionen-Scan, Product-Ion-Scan 
 
Q1, Q2, Q3 1. Quadrupol, 2. Quadrupol, 3. Quadrupol 
QTRAP Quadrupol-Gerät mit Ionenfalle 
QuECHERS SPE-Methode zur Pestizidanalytik in Lebensmitteln (Quick, Easy, Cheap, Efficient, Rugged, Safe) 
 
R organischer Rest an einem Molekül 
ROX, ROX-D₇ Roxythromycin, Roxythromycin-heptadeuteriert 
RP-HPLC Reversed-Phase-HPLC (Umkehrphasen-HPLC) 
rpm revolutions per minute (Umdrehungen pro Minute) 
RT Raumtemperatur 
 
S. cerevisiae Saccharomyces cerevisiae 
SDS-PAGE Natriumdodecylsulfat Polyacrylamidgelelektrophorese 
SL Stammlösung 
SPE solid phase extraction (Festphasenextraktion) 
 












Aλ Absorption bei der Wellenlänge λ, z. B. 235 nm oder 280 nm - 
A, B, C,..  Kennzeichnung verschiedener Versuchstage oder Versuchsreihen - 
a. u. arbitrary units, Angabe von Peakflächen - 
 
c Stoffmengenkonzentration mol·L¯¹  
 Index:  0 initiale Stoffmengenkonzentration  
     zum Zeitpunkt t = 0  
 
d Durchmesser, Porengröße bei Filtern µm 
 
K Michaelis-Menten-Konstante µM 
k Geschwindigkeitskonstante * 
 Indizes: 1, 2 Geschwindigkeitskonstante der Hinreaktion  
            -1 , -2 Geschwindigkeitskonstante der Rückreaktion 
 
l Länge (Dimension von Trennsäulen) mm 
 
m Masse, absolute Molekülmasse kg, Da 
 
n Stoffmenge   mol 
n× Anreicherungsfaktor enzymhaltiger Kulturmedien  - 
 
pH negativer dekadischer Logarithmus der Konzentration der H₃O⁺-Ionen - 
pKS negativer dekadischer Logarithmus der Säurekonstante - 
p pounds per square inch, Druckeinheit am LC-MS/MS psi 
 
[S] Substratkonzentration mol·L¯¹  
 
t Zeit    h 
 Indizes: ex Expositionszeit der TEM-1-His in Realwasser h 
   R Retentionszeit min 
   ½ Halbwertszeit min 
   n Variable für Reaktionszeiten z. B. 30 min   min 
 
V Volumen   L  
V̇ Volumenstrom  µL·min¯¹  
v Umsatzgeschwindigkeit µM·h¯¹, mg·L¯¹·h¯¹ 
 Indizes: 0  initiale Umsatzgeschwindigkeit   
   max  maximale Umsatzgeschwindigkeit  
v/v Volumen pro (Gesamt-)Volumen - 
 





β Massenkonzentration mg·L¯¹  
 Index: 0  initiale Massenkonzentration zum Zeitpunkt t = 0  
 
λ Wellenlänge   nm 
 Index: max  Wellenlänge der maximalen Absorption  
 
Φ Potential   V  
 
ϑ Temperatur   °C  
 
κ Leitfähigkeit  µS·cm¯¹  
 






Antibiotika sind ür die Behandlung von bakteriellen Infektionskrankheiten in der Human- 
und Veterinärmedizin von immenser Bedeutung. Angesichts der Korrelation zwischen 
Antibiotika-Einsatzmengen und der Häufigkeit resistenter Organismen ist eine unsach-
gemäße bzw. übermäßige Verwendung dieser antibakteriellen Wirkstoffe sowie deren 
Eintrag über die Kläranlagen in die Umwelt äußerst problematisch. Neben Vermeidungs- und 
Verminderungsstrategien besteht ein Ansatz zur Problemlösung in der Entwicklung 
innovativer Technologien zur Entfernung von Antibiotikarückständen aus Wässern, da 
konventionelle Kläranlagen dieser Anforderung nicht vollständig genügen.  
Das im Rahmen dieser Arbeit entwickelte und charakterisierte biologische Verfahren basiert auf 
genetisch modifizierten Saccharomyces cerevisiae-Zellen, welche spezielle Enzyme sezernieren, 
die zur Umsetzung von Antibiotika herangezogen werden können. Als Modellsystem diente die 
enzymatische Hydrolyse des β-Lactam-Antibiotikums Ampicillin mit der β-Lactamase TEM-1. 
Unter Verwendung von enzymhaltigen Hefe-Kulturüberständen gelang es, die grundsätzliche 
Eignung des Systems zur Entfernung dieses Antibiotikums nachzuweisen. Untersuchungen mit 
weiteren β-Lactam-Antibiotika zeigten in Übereinstimmung mit der Literatur, dass TEM-1 
Penicilline und Cephalosporine der 1. Generation hydrolysieren kann. Am Beispiel der TEM-8 
wurde die Übertragbarkeit des Expressionssystems auf andere Lactamase-Varianten erfolgreich 
demonstriert. Das erweiterte Wirkspektrum dieses Enzyms, welches neben Penicillinen auch 
Monobactame und Cephalosporine bis zur 4. Generation umfasst, konnte bestätigt werden. Eine 
mittels Histidin-tag gereinigte TEM-1-His wurde eingesetzt, um systematisch den Einfluss ver-
schiedener Faktoren, wie Temperatur, Substratkonzentration oder pH-Wert, unbeeinflusst von 
der Matrix der Hefe-Kulturüberstände untersuchen zu können. In diesem Zusammenhang wurde 
auch die Übertragbarkeit der Ergebnisse von Modell- auf Realwässer, wie Kläranlagenzu- 
und -ablauf, untersucht, mit dem Ergebnis, dass zumindest die TEM-1 temporär in allen 
getesteten Matrices aktiv ist. Mit dem Ziel, auch weitere Antibiotikaklassen transformieren zu 
können, wurden Esterase Ere-A-produzierende Zellen zur Umsetzung von Makrolid-Antibiotika, 
wie Erythromycin, herangezogen. Die Analyse der gebildeten Transformationsprodukte ergab, 
dass die antibakterielle Wirkung jeweils durch hydrolytische Spaltung des β-Lactam- bzw. des 
Makrolid-Ringes irreversibel verloren geht. Somit kann dieses biologische Verfahren prinzipiell 
zur gezielten Inaktivierung von Antibiotika eingesetzt werden, wobei der größte Vorteil in der 
erheblichen Beschleunigung der natürlicherweise ablaufenden Umsetzungsprozesse besteht. 
Diese Methode kann als ergänzende Technologie bei der Aufbereitung von Konzentraten und 





Antibiotics play an important role in human and veterinary medicine for the treatment of 
bacterial infectious diseases. However, regarding the known correlation between the 
quantities of antibiotics applied and the frequency of resistant organisms, the improper and 
excessive use of these antibacterial agents leads to serious problems. eir presence in the 
environment is largely caused by sewage systems due to their incomplete removal in 
conventional wastewater treatment plants. erefore, besides avoidance and reduction 
strategies, one approach to address this issue is to develop innovative technologies for the 
removal of antibiotic residues from water.  
e biological method developed and characterized within this work is based on genetically 
modified Saccharomyces cerevisiae cells, which secrete special enzymes that can be used for 
the transformation of antibiotics. e enzymatic hydrolysis of the β-lactam-antibiotic 
ampicillin by the β-lactamase TEM-1 was employed as a model system. By using enzyme-
containing yeast culture supernatants, it was possible to prove the suitability of the developed 
system for the removal of the mentioned antibiotic. e obtained results with other β-lactam-
antibiotics showed in accordance with the literature, that TEM-1 was able to hydrolyse 
penicillins and the cephalosporins of the first-generation. Taking TEM-8 as an example, the 
transferability of this expression system to alternative lactamase was successfully 
demonstrated. e activity of this enzyme toward an extended substrate spectrum, which 
includes not only penicillins but also monobactams and cephalosporins up to the 
fourth-generation, could be confirmed. e histidine-tagged purified TEM-1-His was used to 
systematically investigate the influence of various factors, such as temperature, substrate 
concentration or pH value, independently from the matrix of the yeast culture supernatants. 
Furthermore, the transferability of the results from model to real water (e. g. influent and 
effluent from a sewage treatment plant) was investigated with the result that TEM-1 was at 
least temporarily active in all tested matrices. In order to be able to transform other classes 
of antibiotics, esterase Ere-A-producing cells were employed to transform macrolide 
antibiotics, such as erythromycin. e analysis of the formed transformation products 
revealed that the antibacterial activity is irreversibly lost by the hydrolytic cleavage of the 
β-lactam or macrolide ring. erefore, the biological process can be generally used for the 
selective inactivation of antibiotics, affording a considerable acceleration of the naturally 
occurring transformation process as its greatest advantage. is method is considered to be a 





1 Einleitung  
1.1 Motivation 
 
Die Entdeckung der Antibiotika gehört zu den bedeutendsten Errungenschaen des 20. Jahr-
hunderts[1, 2]. Antibiotika revolutionierten die Behandlung von Infektionskrankheiten wie 
Cholera, Diphtherie, Pest, Tuberkulose oder Lungenentzündung und reeten seither Millio-
nen Menschenleben[3, 4]. Neben der zweifelsohne immensen Relevanz ür die Humanmedi-
zin[5] werden sie in großen Mengen in der Veterinärmedizin, insbesondere in der Intensivtier-
haltung, eingesetzt und teilweise auch als Pflanzenschutzmiel verwendet[4, 6]. 
Die Entwicklung des ersten Chemotherapeutikums Arsphenamin (Markenname: Salvarsan) 
durch den deutschen Mediziner und Forscher Paul E stellt einen Meilenstein in der 
Arzneimielforschung dar[7, 8]. Mit der Markteinührung im Jahre 1910 stand erstmals ein 
antibakteriell wirksames Medikament zur gezielten erapie von Infektionskrankheiten zur 
Verügung[7]. Aufgrund des eng begrenzten Wirkspektrums gegen Spirochäten, wurde das 
Präparat vorwiegend zur Syphilis-erapie eingesetzt, wobei allerdings erhebliche Neben-
wirkungen auraten[7, 9]. Der von P. E angewendete systematische Screening-Ansatz 
wurde später die entscheidende Strategie bei der Suche nach neuen potentiellen Wirk-
stoffen[9, 10]. 
Die eigentliche Ära der Antibiotika begann 1928 mit der Entdeckung des Penicillins, die heute 
dem schoischen Mikrobiologen Sir A F zugeschrieben wird[7, 11]. Er kulti-
vierte den Schimmelpilz Penicillium chrysogenum[12] und beschrieb die hemmende Wirkung 
der Kulturfiltrate gegen verschiedene Bakterienspezies wie Staphylokokken, Streptokokken, 
Gonokokken, Meningokokken, Pneumokokken sowie Erreger von Diphtherie und Syphilis[7, 13]. 
Gleichzeitig wies er nach, dass die Kulturfiltrate nicht toxisch oder reizend ür Tiere sind und 
prägte die Bezeichnung „Penicillin“[13, 14]. Für seine Arbeiten erhielt er 1945 zusammen mit 
Ernst B. C und Sir Howard W. F, welche den Wirkstoff Penicillin erstmals in 
größeren Mengen isolierten und damit den Weg ür eine pharmazeutische Anwendung 
bereiteten, den Nobelpreis ür Medizin[15].  
In den folgenden Jahrzehnten (ca. 1940 bis 1970), die auch als „Goldene Ära“ der Antibio-
tika-Entwicklung bezeichnet werden, wurde die Mehrheit aller heute bekannten Antibiotika-
klassen entdeckt[9, 16, 17]. Bakterielle Infektionskrankheiten stellten infolge der nun sehr guten 
und gezielten Behandlungsmöglichkeiten keinen Mortalitätsschwerpunkt mehr dar. Zusam-
men mit der Verbesserung der allgemeinen Lebensumstände ührte dies zu einer Zunahme 
der Lebenserwartung[18–20]. Die anängliche Hoffnung, Infektionskrankheiten mit Hilfe von 
Antibiotika gänzlich auslöschen zu können, erüllte sich allerdings aufgrund der raschen 
Entwicklung resistenter Organismen nicht. Bereits 1945 wies Sir A. F in seiner Rede 
anlässlich der Nobelpreisverleihung auf die Gefahr der zunehmenden Resistenzbildung im 
Zusammenhang mit einem übermäßigen und unsachgemäßen Antibiotikaeinsatz hin[21]. 
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Die Ausbildung von Resistenzen ist ein natürlicher Prozess, der stets auf die Einührung 
neuer Antibiotika folgte (Abb. 1). Milerweile stellt die Zunahme und Ausbreitung anti-
biotikaresistenter Organismen eine globale Herausforderung dar, die Gegenstand von 
zahlreichen Monitoringprogrammen und Strategieberichten ist[22–29]. Die Tatsache, dass seit 
den 1980er Jahren keine bedeutenden neuen Antibiotikaklassen mehr entdeckt 
wurden[16, 17, 30] und gegenwärtig sämtliche ührenden Pharmaunternehmen den Bereich der 
Antibiotika-Forschung ausgegliedert haben[16, 30–32], sodass in absehbarer Zeit keine 




Abb. 1: Zeitstrahl zur Gegenüberstellung der Markteinführung von Antibiotikaklassen oder ausge-
wählten Wirkstoffen und dem Auftreten resistenter Organismen. Cephalosporine: Generation 
in Klammern als römische Ziffer angegeben, Daten zusammengestellt aus[17, 31, 33–37] 
 
Bereits jetzt sterben jedes Jahr schätzungsweise 33.000 Menschen in der EU[38] und 
700.000 Menschen weltweit[39] an Infektionen mit antibiotikaresistenten Erregern. Für das 
Jahr 2050 wird ein Anstieg auf bis zu 10 Millionen Todesälle weltweit pro Jahr prognostiziert, 
sofern keine geeigneten Gegenmaßnahmen ergriffen werden[40].  
Ein wesentlicher Ansatzpunkt zur Reduktion von antibiotikaresistenten Organismen besteht 
in einer Verringerung des Antibiotikakonsums, da die Häufigkeit der Resistenzen mit den 
Einsatzmengen an antibakteriellen Wirkstoffen korreliert[28, 29, 41, 42]. Des Weiteren kann die 
Präsenz von Antibiotika die Bildung, Beibehaltung und den Austausch von Resistenzgenen 
ördern[27, 43]. Aus diesem Grund bedarf es innovativer Technologien zur effektiven Ent-
fernung von Antibiotikarückständen aus dem Wasserkreislauf. Konventionelle Kläranlagen, 
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Anm.:     * Resistenzen bereits vor Markteinführung beschrieben 
 ** erste Resistenzen bereits 1964 (Streptomycin) und 1987 (Lipopeptide)  
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die ein wesentlicher Eintragspfad ür Antibiotika sind[44–46] und ein Reservoir ür Antibiotika-
resistenzen darstellen[27, 45], genügen dieser Anforderung bisher nicht[27,47], sodass diese 
Wirkstoffe bereits in allen Umweltkompartimenten nachgewiesen wurden[6, 48]. Da die 
ökotoxikologischen Folgen einer dauerhaen Exposition einer Medikamentenmischung bzw. 
auch Mischungen mit anderen Spurenstoffgruppen nicht abschätzbar sind[49, 50], wird derzeit 
an leistungsähigen Verfahren zur Verminderung des Umwelteintrages geforscht.  
Chemisch-physikalische Verfahren sind zumeist energieintensiv (z. B. UV-Verfahren), erfor-
dern die Zugabe von Chemikalien (z. B. H₂O₂ oder O₃) und können zur Bildung einer Vielzahl 
bislang meist unbekannter und z. T. toxischer Transformationsprodukte ühren. Vielver-
sprechend und erstrebenswert ist daher der Einsatz von innovativen, biologischen Verfahren, 
die aufgrund des zumeist geringeren Energie- und Chemikalienbedarfs potentiell kosten-
günstiger, umweltfreundlicher und nachhaltiger sind[51, 52].  
Aus diesem Grund widmet sich ein wesentlicher Teil des Verbundprojektes „Biohybridsysteme 
zum Nachweis und zur Entfernung von Wert- und Schadstoffen aus wässrigen Systemen“ 
(BioNEWS), welches ein Teilvorhaben des sächsischen Wachstumskerns „Biologische Sensor-
Aktor-Systeme auf der Basis von funktionalisierten Mikroorganismen“ (BioSAM) ist, einem 
innovativen Ansatz zur Entwicklung einer solchen biologischen Methode. Im Vordergrund 
steht dabei die Entfernung von organischen Spurenstoffen, insbesondere Antibiotika, mit 
Hilfe von funktionalisierten Mikroorganismen. Ziel ist es, diese zukünig in technische 
Systeme zu implementieren und so hochspezifische Sensor-Aktor-Systeme zur Detektion und 




Im Rahmen des Projektes BioNEWS soll auf Basis von Hefen, die selbst keine Zielorganismen 
ür Antibiotika darstellen und daher auch keinem Selektionsdruck zur Entwicklung von 
Resistenzen unterliegen, ein biologisches Verfahren zur gezielten Entfernung von Antibiotika 
aus kontaminierten Wässern entwickelt werden. Zu diesem Zweck werden plasmidcodierte, 
bakterielle Gene in Saccharomyces cerevisiae-Zellen transferiert. Die auf diese Weise gentech-
nisch modifizierten Hefezellen sollen dadurch in die Lage versetzt werden, spezielle Enzyme 
zu produzieren und zu sezernieren, durch die eine Umsetzung der Antibiotika möglich wird.  
Das Ziel der vorliegenden Arbeit besteht darin, zu untersuchen, inwiefern diese rekombi-
nanten Enzyme zur Transformation von ausgewählten Antibiotika in Wässern eingesetzt 
werden können. Als zentrales Modell dient hierbei die Umsetzung von β-Lactam-Antibiotika 
durch die β-Lactamase TEM-1. 
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Daraus ergeben sich die folgenden Zielstellungen: 
 
1) Um die enzymatische Umsetzung der Antibiotika quantifizieren zu können, muss zunächst 
eine ausreichend sensitive Analytik für die β-Lactam-Antibiotika in der Matrix der 
verwendeten Hefe-Kulturüberstände entwickelt werden. Die entwickelte Analytik muss im 
Laufe der Arbeit an veränderte Bedingungen in Hinblick auf das Antibiotikaspektrum, das 
verwendete Enzymsystem und veränderte Matrixeinflüsse ständig angepasst werden. 
 
2) Anhand einer mit dem Gen für die β-Lactamase TEM-1 transformierten Hefekultur soll die 
grundsätzliche Eignung des Kulturüberstands zur Umsetzung von β-Lactam-
Antibiotika demonstriert werden. Ampicillin soll dabei als zentrale Modellsubstanz zur 
Ermittlung erster Aussagen zu wichtigen Einflussfaktoren und methodischen Grenzen 
dienen. Anschließend soll durch Einsatz weiterer β-Lactam-Antibiotika das Substratspek-
trum des TEM-1-basierten Systems charakterisiert werden. 
 
3) Das Substanzspektrum der zu entfernenden Antibiotika in einem aufzuarbeitenden 
Abwasser kann sich aufgrund zeitlicher und lokaler Unterschiede im Einsatz verschiedener 
Antibiotika ändern. Daher soll anhand einer Hefekultur, die mit der modifizierten 
β-Lactamase TEM-8 transformiert wurde, überprüft werden, ob das neu entwickelte System 
auch auf andere Lactamase-Varianten übertragbar ist und dabei das erweiterte Substrat-
spektrum dieses Enzyms gegenüber TEM-1 dargestellt werden kann. Insbesondere ist zu 
untersuchen, ob dadurch das Substratspektrum auf die von TEM-1 nicht umzusetzenden 
Cephalosporine höherer Generationen ausgeweitet werden kann. 
 
4) Für eine technische Anwendung ist eine genaue Kenntnis der Aktivität des Systems in 
Abhängigkeit von den Umgebungsbedingungen notwendig. Um Untersuchungen zur 
enzymatischen Aktivität unbeeinflusst von der Matrix des Kulturüberstands durchführen zu 
können, soll eine Lösung des mittels His-tag gereinigten Enzyms TEM-1-His herangezogen 
werden. Mit Hilfe des gereinigten Enzyms sollen Untersuchungen zu Einflussfaktoren 
durch systematische Variation der einzelnen Faktoren in Modellwässern erfolgen 
und eine Übertragung auf Realwässer getestet werden. 
 
5) Die Übertragbarkeit des Systems auf andere Enzyme zur Eliminierung weiterer 
Antibiotikaklassen soll am Beispiel der Makrolid-Antibiotika gezeigt werden. Dazu werden 
Zelllysate von Esterase Ere-A produzierenden Saccharomyces cerevisiae-Zellen in Kombi-
nation mit verschiedenen Makrolid-Antibiotika eingesetzt.  
 
6) Letztlich soll zur näheren Charakterisierung der bewirkten Umsetzung eine Analyse der 




2 Theoretische Grundlagen 
2.1 Antibiotika und Antibiotikaresistenzen 
2.1.1 Antibiotika: Definition, Bedeutung, Einsatzmengen, Klassifikation 
 
Antibiotika sind Substanzen, die Mikroorganismen abtöten (Bakterizide) oder deren Wachs-
tum hemmen (Bakteriostatika), sodass das körpereigene Immunsystem die Krankheitserreger 
eliminieren kann[8, 53]. Nach der ursprünglichen Definition handelt es sich um Naturstoffe, 
die von Mikroorganismen, meist Pilzen und Bakterien, zur Abwehr anderer Mikroorganismen 
produziert werden[6, 53]. Heutzutage werden auch semisynthetische und synthetische antibak-
teriell wirksame Chemotherapeutika als Antibiotika bezeichnet[6, 8]. 
Schätzungsweise werden weltweit jährlich zwischen 100.000 t und 200.000 t an Antibiotika-
wirkstoffen eingesetzt[5]. In Deutschland beträgt die Antibiotikamenge im humanmedi-
zinischen Bereich pro Jahr ca. 500 t bis 800 t und in der Veterinärmedizin ca. 1.000 t[26, 50]. In 
den letzten Jahren sind die Verbrauchsmengen in der Humanmedizin leicht gestiegen[27]. 
Verlässliche, quantitativ gesicherte Daten sind allerdings nicht verügbar, sondern lediglich 
Schätzwerte, die vom wissenschalichen Institut der AOK (WIdO) auf Basis von Verord-
nungsdaten, ermielt werden[27, 54]. Demgegenüber sind die Abgabemengen in der Veterinär-
medizin seit 2011 meldepflichtig und konnten seitdem um mehr als 50 % reduziert werden[55].  
Die Unterteilung von Antibiotika kann anhand verschiedener Kriterien, wie Produzenten, 
Herstellungsart, Wirkmechanismus und -spektrum erfolgen. Weit verbreitet und internatio-
nal anerkannt ist das Anatomisch-erapeutisch-Chemische Klassifikationssystem (ATC) der 
Weltgesundheitsorganisation (WHO), bei dem die Wirkstoffe gemäß der wesentlichen 
therapeutischen Anwendung des Hauptwirkstoffes unterteilt werden[56, 57]. Die wichtigsten 
systemisch angewendeten Antibiotikagruppen in der Humanmedizin in Deutschland sind in 
Abb. 2 dargestellt. 
  
 
Abb. 2: Bedeutendste Antibiotikagruppen zur systemischen Anwendung in der Humanmedizin in 
Deutschland, Klassifizierung in Anlehnung an das ATC/DDD-System der WHO, prozentuale 
Anteile basieren auf den vom WIdO ermittelten definierten Tagesdosen (DDD)[58], Streptogramine: 
keine Angaben (da nur die 3.000 verordnungs- und umsatzstärksten Arzneimittel berücksichtigt 
werden)  
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Als unabhängige Vergleichsgröße zur Bewertung des medizinischen Bedarfs eines Arznei-
miels wird die definierte Tagesdosis (Defined Daily Dose, DDD), also die angenommene 
milere tägliche Erhaltdosis ür die Hauptindikation eines Arzneimiels bei Erwachsenen, 
verwendet[54]. Auf Basis dieser DDD kann der Anteil jeder Antibiotikaklasse am 
Gesamtverbrauch ermielt werden[58]. Die mit Abstand bedeutendste Klasse sind demnach 
die β-Lactam-Antibiotika, gefolgt von Tetracyclinen und Makroliden. 
 
2.1.2 Wirkmechanismen: Antibiotika versus Antibiotikaresistenzen 
 
Je nach Klasse unterscheiden sich die Wirkmechanismen hinsichtlich der spezifischen 
Angriffsorte, an denen die Antibiotika mit den Mikroorganismen in Wechselwirkung treten 
(Abb. 3, links). Die wichtigsten antibiotischen Effekte[4, 8, 53] bewirken eine: 
 
• Störung der Zellwandsynthese 
• Schädigung der Cytoplasmamembran  
• Hemmung der ribosomalen Proteinsynthese 
• Inhibierung der Synthese wichtiger Metabolite (Folsäuresynthese) 




Abb. 3: Schematische Darstellung der Angriffsorte der wichtigsten Antibiotikaklassen und die häufigsten 
dagegen entwickelten Resistenzmechanismen, Komponenten des Folsäuremetabolismus, der durch 
Sulfonamide und Trimethoprim inhibiert wird: p-Aminobenzoesäure (PABS), Dihydrofol-
säure (DHFS), Tetrahydrofolsäure (THFS), nach Aktories, K. et al., (2005) und Lüllmann, H. et al., 
(2010)[8, 53]  
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Mikroorganismen entwickeln wiederum Resistenzmechanismen (Abb. 3, rechts), um die 
Wirkung von antibiotisch aktiven Substanzen abzuschwächen oder ganz zu neutralisie-
ren, sodass sie letztlich unempfindlich gegenüber diesen Antibiotika werden. Die 
häufigsten Mechanismen[8, 50, 59–61] basieren auf der: 
 
 Produktion Antibiotika-inaktivierender Enzyme 
 Bildung modifizierter Zielstrukturen  
 Reduktion der Antibiotikakonzentration (z. B. durch Efflux-Pumpen) 
 Reduktion der Permeabilität 
 
Mikroorganismen können eine natürliche Unempfindlichkeit (primäre Resistenz) gegenüber 
bestimmten Antibiotika aufweisen, wenn der entsprechende Angriffspunkt nicht ausgebildet 
ist[62, 63]. Beispielsweise sind β-Lactam-Antibiotika, welche die Zellwandsynthese stören, 
wirkungslos gegenüber Mykoplasmen, da diese keinen typischen Zellwandauau be-
sitzen[60]. Diese intrinsische Resistenz betri alle Organismen einer Spezies, auch ohne 
vorherigen Kontakt zu dem Antibiotikum. Demgegenüber entstehen sekundäre Resistenzen 
durch spontane Mutationen im Genom oder werden durch die Übertragung von extra-
chromosomaler DNA, wie z. B. durch den Transfer von Resistenz-Plasmiden, erworben[60]. 
Bei diesem, als horizontaler Gentransfer bezeichnetem Prozess kann die genetische Informa-
tion unabhängig von der Zellteilung auch zwischen Bakterien unterschiedlicher Spezies 
ausgetauscht werden[27, 60]. Sekundäre Resistenzen ühren dazu, dass zuvor sensitive 
Organismen unempfindlich gegen einen Wirkstoff oder eine ganze Wirkstolasse werden.  
In Europa blieben die eingesetzten Antibiotikamengen in den meisten Ländern im Zeitraum 
von 2007 bis 2017 relativ konstant. Allerdings werden in südlichen und östlichen Ländern 
tendenziell größere Mengen an antibakteriellen Wirkstoffen im Vergleich zu nördlichen und 
westlichen Ländern verabreicht. Diese Tendenz spiegelt sich auch in der Verbreitung 
resistenter Organismen wider, wie Abb. 4 am Beispiel der Verbrauchsmengen von Cephalo-
sporinen (3. Generation) und der Häufigkeit resistenter E. coli gegen ebendiese Antibioti-
kaklasse zeigt. Während die Anzahl verordneter Antibiotikadosen in den meisten Ländern im 
betrachteten Zeitraum annähernd konstant blieb, war eine Zunahme resistenter Organismen 
festzustellen.  
Aufgrund der Korrelation von Antibiotikaeinsatz und der Häufigkeit resistenter Organismen 
(s. Abb. 4) stellt eine Verringerung des Antibiotikakonsums einen vielversprechenden Ansatz 
zur Reduktion von resistenten Organismen dar. Um dies zu erreichen, sind an erster Stelle 
Präventionsmaßnahmen zur Vermeidung von Infektionen durch verbesserte Hygienestan-
dards zu treffen. Des Weiteren ist ein verantwortungsbewusster, rationaler Einsatz nach dem 
Grundsatz: „So wenig wie nötig, so gezielt wie möglich“[64] geboten. Derzeit ist davon auszu-
gehen, dass bis zu 50 % aller Antibiotikaverordnungen in der Humanmedizin hinsichtlich 
Dosierung oder erapiedauer unangemessen sind[53, 64, 65]. In diesem Zusammenhang ist 
auch der zunehmende Einsatz von Reserveantibiotika (wie Cefuroxim oder Colistin) äußerst 
Theoretische Grundlagen  
8   
kritisch zu bewerten[26, 64, 66, 67]. Daher besteht Aulärungs- und Informationsbedarf bei 
Ärzten und Patienten, um ein Bewusstsein ür diese Problematik zu schaffen, inkonsequente 
Anwendungen sowie Fehler bei der Einnahme zu vermeiden und insbesondere einen 
indikationsgerechten Einsatz der Antibiotika zu ördern[22, 25, 64].  
 
 
Abb. 4: Oben: Verbrauch an Cephalosporinen (3. Generation, ATC-Gruppe J01DD) im Grundversor-
gungssektor (d. h. ohne Krankenhaus) in DDD pro Einwohner pro Tag für 2007 (links) und 2017 
(rechts) bzw. 2014 bei Albanien, Kosovo, Moldawien, Montenegro, Serbien, Türkei und Weiß-
russland[41, 42];  Unten: Prozentsatz der invasiven E. coli-Isolate mit Resistenz gegen Cephalo-
sporine (3. Generation) nach Ländern für 2007 (links) und 2017 (rechts)[28, 29] 
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In Gegenwart von Antibiotika, d. h. unter Selektionsdruck, nehmen Übertragungen und Aus-
tausch von Resistenzgenen innerhalb einer Bakterienpopulation erheblich zu[27]. Dabei 
können Kreuz- und Multiresistenzen entstehen. Bei Kreuzresistenz sind die Organismen 
unempfindlich gegenüber verschiedenen Antibiotika einer Klasse, während multiresistente 
Organismen eine Unempfindlichkeit gegenüber mehreren Antibiotikaklassen aufweisen[60]. 
Gerade multiresistente Bakterien, wie Extended-Spectrum-β-Lactamase (ESBL)-bildende Entero-
bakterien oder Methicillin-resistente Staphylococcus aureus (MRSA), sind äußerst proble-
matisch, da ohne wirksame Antibiotika kaum erapiemöglichkeiten zur Verügung stehen. 
Diese multiresistenten Bakterien entwickeln sich besonders in Krankenhäusern oder bei der 
Intensivtierzucht, also an Orten, wo häufig verschiedene Antibiotika eingesetzt werden und 
daher ein Selektionsvorteil durch die Beibehaltung von Resistenzgenen besteht[27].  
Neben einer Reduzierung der verordneten Antibiotikamengen sind auch Verfahren ür eine 
effiziente Entfernung von Antibiotikarückständen aus dem Abwasser erforderlich, da diese 
möglicherweise die Entstehung, Beibehaltung und Verbreitung von Resistenzgenen 
ördern[27, 45, 68, 69] und die ökotoxikologischen Folgen von Antibiotikarückständen in der 
aquatischen Umwelt nicht abschätzbar sind. 
 
2.1.3 Antibiotika und antibiotikaresistente Organismen in der Umwelt 
 
In konventionellen Kläranlagen werden Antibiotika nicht vollständig entfernt, was zu einem 
Eintrag dieser Substanzen in die aquatische Umwelt ührt. Dies belegt auch die Zusammen-
stellung der Monitoring-Daten ür ausgewählte, im Rahmen dieser Arbeit betrachtete, 
Wirkstoffe in Tab. 1. 
 
Tab. 1: Zusammenstellung von Monitoring-Daten von ausgewählten β-Lactam- und Makrolid-Anti-




               Urbanes Abwasser Krankenhaus-
abwasser 
Oberflächen-






AMP   690 [70], 1.805 [71]    498[71],     640 [70]      26 [72],    5.800 [73]                 1.684 [74] 
AMX     20 [48], 1.270 [75],  46.000 [70]    187[75], 30.000 [70]                       90 [48]                 1.654 [76] 
Pen G     10 [48],     29 [77],  31.600 [78]    300[48], 13.500 [78]                        -                    250 [48] 
OXA                  164 [77]                      115 [77]                     161 [77]                   7.57 [79] 
CLX                4.600 [48]                     700 [48]                        -                      10 [72] 
PIP                2.603 [75]                   1.205 [75]                       26 [80]                      48 [72] 
CEF                   492 [75]                      217 [75]      75 [77],       413 [81]                             9 [77] 





e CLA   1.525 [75], 6.524 [83] 1.800 [75],  14.000 [84]     973 [77], 62.241 [85]    260 [86]     1727[87] 
ERY   320 [71], 2.300 [88]                     760 [88]                     858 [78]    300 [80]     3847[87] 
ROX   771 [75],    780 [83],    1.500 [89]    340 [90],     9.913 [84]   400 [48],   2.189 [91]    560[86],  4.859[84] 
AZI   295 [92],    711 [93],    1.139 [94]    238 [93],        700 [84]  4.492 [92],    7.351 [92]    396[93],     590[95] 
Anm.: Geographische Zuordnung der Daten entsprechend der Farbe der Quellenangabe: Asien, 
Australien, Europa (Daten aus Deutschland sind unterstrichen), Nordamerika und Latein-
amerika, „-“ keine Daten verfügbar 
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Antibiotika weisen als Arzneimiel anwendungsbedingt Eigenschaen auf, die zu einer ver-
minderten Abbaubarkeit in Kläranlagen und der Umwelt beitragen können. Dazu zählt eine 
hinreichende Stabilität, um eine ausreichende Lagerähigkeit und das Erreichen des Wirk-
ortes im Organismus zu gewährleisten. Bei oraler Applikation müssen die Wirkstoffe zudem 
beständig gegen enzymatischen Abbau und aufgrund des niedrigen pH-Wertes im Magen 
hydrolysestabil sein. Meist handelt es sich um kleine, polare Verbindungen, die sich durch 
eine gute Wasserlöslichkeit auszeichnen, was zu einer hohen Mobilität und Verbreitung in 
der aquatischen Umwelt ührt. Angesichts ihrer Zweckbestimmung zeichnen sie sich durch 
eine hohe biologische Aktivität aus, wodurch (schädliche) Auswirkungen auf andere Organis-
men im Ökosystem nicht auszuschließen sind. Zudem ist aufgrund der hohen und fort-
währenden Eintragsmengen ür einen Nachweis in der Umwelt und eine dauerhae 
Exposition keine Persistenz erforderlich. 
Um zu gewährleisten, dass Pflanzen und Tiere in Flüssen, Seen und Küstengewässern nicht 
geschädigt werden, wurden in der EU-Richtlinie 2013/39/EU ür 45 Spurenstoffe Umwelt-
qualitätsnormen (UQN)[96], also zulässige Maximalkonzentrationen, festgelegt, die aus Grün-
den des Gesundheits- und Umweltschutzes nicht überschrien werden dürfen[97]. Antibiotika 
werden in dieser Richtlinie bisher nicht berücksichtigt, allerdings existieren vom Umwelt-
bundesamt ür ausgewählte Wirkstoffe erste Vorschläge, die aus der alitätsnorm ür den 
jährlichen Mittelwert für Süßwasser abgeleitet wurden (z. B. Erythromycin: UQN 0,2 µg·L⁻¹)[97]. 
Für Roxithromycin kann aufgrund einer unzureichenden Datenlage nur eine vorläufigen 
UQN von 0,047 µg·L⁻¹ abgeleitet werden, deren Gültigkeit durch weitere Untersuchungen zu 
validieren ist[97]. Die o mangelhae Datenlage sowohl zu chemisch-physikalischen Eigen-
schaen (z. B. Löslichkeit) als auch zur akuten und chronischen Toxizität der Substanzen in 
der Umwelt ist problematisch, da aus den Unsicherheiten hohe Sicherheitsfaktoren und sehr 
niedrige Normen resultieren. Überschreitungen dieser Konzentrationen in Gewässern sind 
wahrscheinlich, wie die Daten zu Oberflächengewässern in Tab.1 bestätigen. 
Antibiotikaresistente Bakterien gelangen, wie die Antibiotika selbst, hauptsächlich über 
Abwasser sowie die Ausbringung von Klärschlämmen oder Gülle in die Umwelt[27, 98–100]. Da 
über diese Wege ebenfalls antibakterielle Wirkstoffe eingetragen werden, besteht weiterhin 
ein Selektionsdruck, der die Beibehaltung und Verbreitung von Resistenzgenen ördern kann. 
Dabei genügen bereits sehr geringe Antibiotikakonzentrationen weit unterhalb der minimalen 
Hemmkonzentration, um resistenten Bakterien einen Selektionsvorteil zu verschaffen[43]. 
Gerade in Kläranlagen, in denen zudem hohe Bakteriendichten und Nährstoffangebote 
vorliegen, wird der horizontale Gentransfer begünstigt[27]. Zudem tragen weitere Mechanis-
men, wie die Co-Selektion in Gegenwart von Bioziden[101–104] und Schwermetallen, ebenfalls 
zu einer Verbreitung dieser Gene bei[27, 105]. Studien konnten bereits die Ausbreitung von 
Antibiotikaresistenzgenen auf Bodenmikroorganismen belegen[106, 107].  
 




Das Wirkspektrum von β-Lactam-Antibiotika umfasst je nach Substanz gram-positive und 
gram-negative Bakterien[108, 109]. Diese Antibiotika werden zur Behandlung von systemischen 
Infektionen diverser Organsysteme, wie den oberen Atemwegen, Nieren- und Harnwegen, 
dem Magen-Darm-Trakt oder der Haut, eingesetzt[108].  
Die strukturelle Gemeinsamkeit aller Vertreter dieser Klasse ist der namensgebende und ür 
die antibakterielle Wirkung essentielle, viergliedrige β-Lactam-Ring[110]. Nach der chemi-
schen Struktur der kondensierten Ringe erfolgt eine Untergliederung in Pename (mit 
iazolidin-Ring), zu denen Penicilline zählen, Carbapeneme (mit Dihydropyrrol-Ring), 
Cepheme (mit Dihydrothiazin-Ring), zu denen Cephalosporine gehören, und Monobactame 
(ohne kondensiertes Ringsystem)[111]. Penicilline werden ihrerseits anhand der chemischen 
Struktur, der Stabilität und des Wirkspektrums weiter untergliedert. Bei den 
Cephalosporinen erfolgt eine Unterteilung in Generationen. Die Cephalosporine der 
1. Generation sind wirksam gegenüber gram-positiven Bakterien, nicht aber gegenüber 
gram-negativen[112]. Mit steigender Generation nimmt die Aktivität gegen gram-negative 
Bakterien zu, während die Wirksamkeit gegen gram-positive Organismen zurückgeht[112]. 
Abb. 5 visualisiert das beschriebene Klassifizierungssystem inklusive aller im Rahmen dieser 
Arbeit untersuchten β-Lactam-Antibiotika.  
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Abb. 5: Klassifikation von β-Lactam-Antibiotika, inklusive β-Lactamase Inhibitoren und Zuordnung 
aller im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten β-Lactam-Antibiotika[8, 113] 
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Alle β-Lactam-Antibiotika greifen sowohl bei gram-positiven als auch gram-negativen 
Organismen in den regulären Ablauf der bakteriellen Zellwandsynthese ein. Die Zellwand 
besteht aus Peptidoglycan (Murein), welches aus alternierend angeordneten, β(1→4)-glyko-
sidisch verknüpen N-Acetylglucosamin (NAG) und N-Acetylmuraminsäure (NAM)-Einhei-
ten aufgebaut ist (Abb. 6). Diese parallel ausgerichteten linearen Keen bilden das Rückgrat 
der Zellwand. Die Stabilität wird durch Oligopeptid-ervernetzungen erzielt[37, 109]. Diese 
Vernetzungen werden enzymatisch durch Transpeptidasen vermielt, welche am terminalen 
Alanylalanin-Ende des Glykopeptids binden[8]. Aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit des 
-Ala--Ala-Dipeptides mit der Penicillin-Grundstruktur (Abb. 6) reagieren diese Enzyme 
auch mit β-Lactam-Antibiotika, wie Penicillin[8, 53]. Daher werden diese Enzyme auch als 
Penicillin-bindende-Proteine (PBP) bezeichnet. Die β-Lactam-Antibiotika binden dabei kova-
lent in Form einer Acylierungsreaktion, was eine irreversible Inaktivierung der PBP bewirkt. 
Die daraus resultierenden strukturellen Veränderungen der Zellwand ühren bei proli-
ferierenden Bakterien mit aktivem Stoffwechsel zur Zelllyse[53, 109]. Die gute Verträglichkeit 
und geringe Toxizität der β-Lactam-Antibiotika lässt sich aus deren Wirkmechanismus 
ableiten. Diese Antibiotika wirken ausschließlich auf Bakterien, da in humanen und tierisch-
en Zellen alle proteinogenen Aminosäuren L-Konfiguration aufweisen und keine Peptido-
glykan-Zellwände vorhanden sind.  
 
 
Abb. 6: Aufbau der Zellwand von gram-positiven Bakterien und Darstellung der strukturellen Ähnlich-
keit des D-Ala-D-Ala-Restes und der Penicillingrundstruktur nach Aktories, K et al., (2005)[8] 
 
Neben den natürlichen, biosynthetisch gewonnenen Penicillinen, wie Pen G und Pen V, 
werden zahlreiche Penicillin-Derivate semisynthetisch auf Basis von 6-Aminopenicillan-
säure (APS) hergestellt. Der Einfluss einzelner Strukturelemente auf die Aktivität der 
Antibiotika ist in Abb. 7 zusammengefasst. Die bicyclische Grundstruktur, bestehend aus 
β-Lactam-Ring und iazolidin-Ring, sowie die Orientierung der Stereozentren 3S, 5S und 6R 
sind essentiell ür die antibiotische Wirkung[114]. Diese beruht auf der Spaltung der Amid-
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Bindung im β-Lactam-Ring. Dabei gilt: je höher die Ringspannung desto reaktiver aber auch 
instabiler gegenüber anderen Faktoren ist das Antibiotikum[115]. Eine Mesomerie-
Stabilisierung mit Hilfe des freien N-Elektronenpaares unter Ausbildung einer Doppel-
bindung ist aufgrund der hohen Spannung des 4-gliedrigen β-Lactam-Ringes nicht 
möglich[115]. Der kondensierte iazolidin-Ring erhöht zusätzlich die Ringspannung und 
somit die Aktivität des Antibiotikums. Die freie Carbonsäure-Gruppe bindet im aktiven 
Zentrum des PBP an einem Lysin-Rest und ist daher unerlässlich ür die biologische 
Wirkung[115]. Eine Substitution dieser Carbonsäure-Gruppe durch Alkohol- oder Ester-
Gruppen ührt zu einer verminderten Aktivität. Über die Wahl der Seitenkeen R kann die 
Stabilität und das Wirkspektrum beeinflusst werden, wobei sich sterisch anspruchsvolle, 
polare Gruppen als besonders geeignet erwiesen haben[8, 53]. Gruppen mit negativem 
induktivem Effekt erhöhen die Säurestabilität und ermöglichen eine orale Einnahme des 
Antibiotikums. Die Stabilität gegenüber β-Lactamasen kann durch sperrige Gruppen 
(z. B. Isoxazolylpenicilline), die eine sterische Hinderung bewirken, erzielt werden[8]. 
Allerdings können zu große Seitenkeen auch die Interaktion mit dem Zielprotein PBP 
vermindern. Der Einbau polarer Gruppen in α-Position zur Acylamino-Gruppe erhöht die 
Wirksamkeit gegenüber gram-negativen Bakterien[53]. Im Unterschied zu gram-positiven 
Bakterien ist die Peptidoglykan-Schicht bei gram-negativen Bakterien von einer zusätzlichen 
Phospholipidmembran als weitere Barriere umgeben[116]. Diese enthält Transport-Proteine 
ür polare Substanzen, welche auch die Passage ausreichend polarer Antibiotika ermöglichen. 
 
 
Abb. 7: Struktur-Wirkungs-Beziehung von Penicillinen und Cephalosporinen[115–117] 
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Viele Aspekte der diskutierten Struktur-Wirkungs-Beziehung gelten auch bei Cephalo-
sporinen, die im Allgemeinen weniger sensibel gegen Hydrolyse sind als Penicilline. Die 
Grundstruktur der Cephalosporine ist die 7-Aminocephalosporinsäure (Abb. 7). Durch Varia-
tion der Seitenkeen wurden verschiedene Wirkstoffe entwickelt, wobei die Seitenkee R₁ 
vorwiegend die pharmakokinetischen Eigenschaen und die Toxizität beeinflusst, während 
R₂ und R₃ im Zusammenhang mit der antibakteriellen Aktivität und β-Lactamase-Stabilität 
stehen[118, 119]. Die Entwicklung β-Lactamase-stabiler Cephalosporine geht meist mit einem 
Aktivitätsverlust einher[120]. 
Die Acetyloxygruppe in C-3-Position von Cephalothin kann sehr einfach von Esterasen zu 
Alkohol hydrolysiert werden, was die Aktivität des Antibiotikums verringert, da die resul-
tierende Hydroxygruppe eine schlechte Abgangsgruppe darstellt[117]. Die Substitution durch 
eine Carbamat- (CXT, CFU) oder Pyridinium-Gruppe (CZD) wirkt der metabolischen Um-
setzung entgegen. Der R₂-Rest an der Acylamino-Seitengruppe, welche vorrangig das Wirk-
spektrum und die pharmakokinetischen Eigenschaen beeinflusst, enthält häufig Hetero-
cyclen wie Thiophen- (CXT, CET), Furan- (CFU) oder Aminothiazol-Ringe (CZD, CEF, CFP)[116]. 
Der Einbau einer Iminomethoxy-Gruppe in α-Position erhöht die Resistenz gegenüber 
β-Lactamasen (CFU, CEF, CZD, CFP)[116]. Dies wird ebenso durch die Methoxygruppe in 
Position 7 (R₃) bei Cephamycinen erreicht[121]. 
Die Mehrheit der β-Lactam-Antibiotika wird parenteral verabreicht, da diese häufig eine 
geringe Magensäure-Stabilität aufweisen und ungenügend resorbiert werden[8]. Inzwischen 
besitzen die meisten Bakterienstämme Resistenzmechanismen vor allem gegen Penicilline, 
die auf der Produktion spezieller Enzyme (β-Lactamasen) zur Inaktivierung dieser Antibiotika 
beruhen (2.1.5). Zur Verbesserung der Wirksamkeit werden β-Lactam-Antibiotika daher 
häufig gemeinsam mit β-Lactamase-Inhibitoren, wie Sulbactam, appliziert. Diese Substanzen, 
welche ebenfalls einen β-Lactam-Ring enthalten, jedoch keine nennenswerte antibakterielle 
Wirkung aufweisen, agieren als Suizid-Inhibitoren, indem sie an β-Lactamasen binden und 
hydrolysiert werden[122]. Die entstandenen Produkte binden irreversibel am aktiven Zentrum, 
blockieren dieses somit und wirken auf diese Weise dem bakteriellen Resistenzmechanismus 
effektiv entgegen. Inhibitor und Antibiotikum können als Mischung (in Kombipräparaten) 
oder gekoppelt durch eine Esterbindung als Pro-Drug verabreicht werden. Vorteilha ist, dass 
die veresterten Derivate eine deutlich höhere Bioverügbarkeit aufweisen, sodass sie auch zur 
oralen erapie eingesetzt werden können[8] (Beispiel: Sultamicillin kombiniert AMP mit 
Sulbactam, Handelsname: Unacid®[122]). Im menschlichen Organismus werden β-Lactam-
Antibiotika nur in geringem Maße (z. T. <10 %) metabolisiert[8, 53, 80, 110, 123]. Penicilline kön-
nen durch Spaltung des β-Lactam-Ringes in Penicillosäure umgewandelt und damit inakti-
viert werden. Bei den tendenziell stabileren Cephalosporinen werden lediglich Seitenkeen, 
wie etwa leicht spaltbare Estergruppen, entfernt[53]. Die Mehrheit der β-Lactam-Antibiotika 
wird daher unverändert renal eliminiert und gelangt auf diese Weise ins Abwasser und über 
die Kläranlagen auch in die aquatische Umwelt (Tab. 1).  
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Außerhalb des Organismus stellt die abiotische Hydrolyse des β-Lactam-Ringes, die sowohl 
unter sauren als auch basischen Bedingungen erfolgen kann, den primären Transformations-
mechanismus dar (Abb. 8).  
Anschließend kann eine spontane Decarboxylierung oder im Falle der Aminopenicilline auch 
die Bildung von Diketopiperazin-Derivaten durch Wasserabspaltung erfolgen[124, 125]. Für 
β-Lactam-Antibiotika werden in der aquatischen Umwelt Halbwertszeiten von bis zu 50 
Tagen[126, 127] beschrieben wobei Cephalosporine im Allgemeinen weniger anällig ür hydro-
lytische Prozesse im Vergleich zu Penicilline sind[128, 129]. Dabei variieren die Hydrolyseraten 




Abb. 8: Haupttransformationsprodukte von (Amino-)Penicillinen[124, 125] und (3-Acetoxymethyl-)Cephalo-
sporinen[128, 130] 
 
Für den Abbau von Cephalosporinen wurden unter Lichtausschluss Halbwertszeiten im 
Bereich von 2 bis 18 Tagen bestimmt. Bei Simulation von Sonnenlicht konnten diese auf 2 bis 
5 Tage reduziert werden[131]. Die Transformation in realen Wässern wird durch biotische 
Prozesse erheblich gesteigert, was auf die Präsenz von β-Lactamase-produzierenden 
Organismen zurückzuühren ist[131]. Bei der Phototransformation von Cephalosporinen 
wurden bereits Transformationsprodukte (TP) mit einer im Vergleich zur Ausgangssubstanz 
höheren Toxizität nachgewiesen[132]. 
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2.1.5 Resistenzen gegenüber β-Lactam-Antibiotika 
 
Bakterien haben verschiedene Strategien zum Überleben in Gegenwart von β-Lactam-Anti-
biotika entwickelt. Dazu zählen die Verringerung der Permeabilität der äußeren Membran, 
sodass ein Eindringen der Antibiotika in die Zelle verhindert wird, der aktive Transport der 
Antibiotika durch Efflux-Pumpen aus der Zelle heraus sowie das Vorhandensein modifizierter 
Penicillin-bindender-Proteine (PBPs), die eine geringere Affinität ür β-Lactam-Antibiotika 
aufweisen[108]. Der häufigste Resistenzmechanismus beruht jedoch auf der Produktion 
spezieller Enzyme, welche β-Lactam-Antibiotika umsetzen[108].  
Diese meist 30 bis 40 kDa großen β-Lactamasen werden im Klassifizierungssystem der 
Enzyme der Klasse 3.5.2.6 und somit den Hydrolasen zugeordnet[133, 134]. Bei gram-positiven 
Organismen werden die β-Lactamasen in das umgebende Medium sezerniert, wohingegen 
diese Enzyme bei gram-negativen Bakterien im periplasmatischen Raum konzentriert sind[135]. 
Die β-Lactamase-Gene liegen meist plasmidcodiert vor, d. h. die Gene besitzen eine hohe 
Mobilität und eine Weitergabe zwischen verschiedenen Spezies ist möglich. Vermutlich ührt 
der breite Einsatz von β-Lactam-Antibiotika in der erapie in Kombination mit der schnellen 
Replikation und hohen Mutationshäufigkeit der Bakterien zu einer raschen Anpassung der 
β-Lactamasen an neue β-Lactame[134, 136]. Milerweile sind mehr als 4.940 verschiedene 
β-Lactamasen bekannt[137]. 
Zur Einteilung dieser Enzyme werden heute im Wesentlichen zwei Klassifizierungssysteme 
verwendet. Bei dem von K. Bush 1989 vorgestellten und 1995 zusammen mit G. A. Jacoby und 
A. A. Medeiros aktualisierten System erfolgt eine funktionale Unterteilung auf Basis des 
Substratspektums und Inhibitorprofils in vier Gruppen mit diversen Untergruppen[133, 138]. 
Unterschieden werden 1) Cephalosporinasen, die nicht durch Clavulansäure inhibiert werden, 
2) β-Lactamasen, die im Allgemeinen gut durch Inhibitoren, die im aktiven Zentrum wirken, 
gehemmt werden, 3) Metallo-β-Lactamasen, die schlecht durch alle klassischen β-Lactamase-
Inhibitoren, wohl aber durch andere Substanzen, z. B. EDTA, gehemmt werden und 
4) Penicillinasen, die nicht durch Clavulansäure inhibiert werden[133]. Eine Schwierigkeit bei 
dieser phänotypischen Klassifizierung besteht in der Problematik, dass bereits einzelne Punkt-
mutationen zu einer starken Veränderung der Substratspezifität und des Inhibitorprofils führen 
können, wodurch sich die Gruppenzuordnung ändert[135]. 
Mit zunehmender Verügbarkeit von Enzymsequenzen gewann daher das 1980 von 
R. P. Ambler vorgestellte System an Bedeutung, bei dem β-Lactamasen streng entsprechend 
ihrer Aminosäuresequenzhomologien und den daraus resultierenden Unterschieden im 
Reaktionsmechanismus in 4 Klassen (A bis D) eingeteilt werden[139, 140]. Dabei unterscheiden 
sich die Klassen A, C und D, bei denen die β-Lactamasen einen Serin-Rest im aktiven Zentrum 
aufweisen wesentlich von den Metalloenzymen der Gruppe B, die ein oder zwei Zn-Ionen ür 
die Aktivität erfordern[139, 141]. 
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Am weitesten verbreitet sind die β-Lactamasen der Ambler-Klasse A, zu denen auch das 
Enzym TEM-1 zählt, welches im Rahmen dieser Arbeit vorrangig eingesetzt wurde[108, 135]. 
Bei diesem Enzym handelt es sich um die erste plasmidcodierte β-Lactamase, die 1963 in 
einem E. coli-Isolat beschrieben und nach dem betroffenen griechischen Patienten namens 
Temoniera benannt wurde[136, 142, 143]. Das codierende Gen blaTEM-1 verbreitete sich binnen 
weniger Jahre weltweit[142], ist mittlerweile für über 90 % der Ampicillinresistenzen bei 
E. coli [135] verantwortlich und darüber hinaus in zahlreichen Pathogenen wie Klebsielle pneu-
moniae, Pseudomonas aeruginosa, Haemophilus influenzae oder Neisserie gonorrhoeae vorhan-
den[135, 136]. Nach dem System von Bush-Jacoby-Medeiros zählt dieses Breitband-
Enzym (broad-spectrum) zur Klasse 2b, da es aktiv gegen Penicilline und Cephalosporine der 
ersten Generation ist, nicht aber gegen höhere Cephalosporine wirkt und durch Clavulan-
säure, Sulbactam und Tazobactam inaktiviert werden kann[133, 144].  
Obwohl die TEM-1 zu den am besten untersuchten Enzymen zählt, ist der Reaktions-
mechanismus nicht abschließend geklärt[145, 146]. Der hier vorgestellte Mechanismus (Abb. 9) 
basiert auf den quantenchemischen Modellierungen von J. Hermann et al. (2005, 2006) zur 
Reaktion der TEM-1 mit Penicillin G[145, 147, 148] und wird durch die hochauflösenden Struktur-
untersuchungen von G. Minasov et al. (2002)[146] gestützt. 
Bei Serin-β-Lactamasen (Ambler Klasse A), wie der TEM-1, befindet sich im aktiven Zentrum 
ein Serin-Rest (Ser₇₀) der nach der Bildung des Enzym-Substrat-Komplexes nucleophil am 
Carbonyl-Kohlenstoffatom des β-Lactam-Ringes angrei, was zur Bildung eines energierei-
chen, tetraedrischen Zwischenproduktes (‡1) ührt[12, 136, 145]. Die Aminosäure Glu₁₆₆ fungiert 
dabei als Base und aktiviert über ein konserviertes Wassermolekül Ser₇₀[145]. Anschließend 
erfolgt die Protonierung des Lactam-Stickstoffatoms unter Spaltung der C-N-Bindung. Die 
Aminosäure Lys₇₃ spielt eine wichtige Rolle beim Transfer einzelner Protonen und stabilisiert 
zudem den Übergangszustand[145]. Die Anlagerung von Wasser ührt über ein tetraedrisches 
Deacetylierungs-Intermediat (‡2) zur hydrolytischen Spaltung der Bindung zwischen dem 
Carbonyl-Kohlenstoffatom und dem Serin-Sauerstoffatom[145]. Im Ergebnis werden die aktive 
β-Lactamase und das inaktive β-Lactam, welches keine antibakterielle Wirkung mehr auf-
weist, erhalten[145]. In Abhängigkeit von dem zugrundeliegenden Modell und der 
verwendeten Substrate wurden abweichende Mechanimsen, bei denen beispielsweise Lys₇₃ 
als Base zur Aktivierung von Ser₇₀ fungierte, publiziert[136, 145].  
Da Serin-β-Lactamasen Homologien zu PBPs aufweisen, wird eine Verwandtscha der Enzy-
me vermutet[12, 149]. Im Unterschied zu PBPs sind β-Lactamasen aber in der Lage, β-Lactam-
Antibiotika nicht nur zu binden, sondern diese nach der hydrolytischen Spaltung des Lactam-
Ringes auch wieder freizusetzen. Bei den PBPs verhindert die Konfiguration des Enzyms den 
Zugang eines Wassermoleküls, welches ür den 2. Reaktionsschri, der Deacetylierung, 
zwingend erforderlich ist[150]. Daher endet die Reaktion von β-Lactam-Antibiotika und PBP 
im Acyl-Enzym-Komplex und somit mit der Inhibierung dieses Enzyms[150].  
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Abb. 9: Postulierter Reaktionsmechanismus der TEM-1 mit Penicillin G nach Roberts, G. C. K., (2013)[145] 
und Drawz, S. M. & Bonomo, R. A., (2010)[136], Gestrichelte Linien repräsentieren Wasserstoff-
brückenbindungen, Xaa steht für eine beliebige Aminosäure. Mitte unten: 3-D-Struktur Acyl-
Enzym-Komplexes von TEM-1 mit Pen G (in magenta)[151] 
 
Mit der zunehmenden Entwicklung verschiedener Penicilline und Cephalosporine entstanden 
auch verschiedene TEM-Varianten. Derzeit sind über 170 TEM-Enzyme bekannt[152]. Für die 
ersten 92 beschriebenen TEM-Varianten sind die sequenziellen Abweichungen zur TEM-1 in 
Abb. 10 dargestellt[142]. 
Häufig unterscheiden sich einzelne TEM-Varianten lediglich bezüglich 1 bis 5 Aminosäuren, 
wobei die Substitutionen nur an einer begrenzten Anzahl an Positionen innerhalb des 
TEM-Enzyms aureten[142]. Diese wenigen Punktmutationen können bereits erhebliche 
Änderungen im Substratspektrum bewirken und zur Entstehung von Extended-Spectrum-
β-Lactamasen (ESBL) ühren[142, 153].  
Für diese β-Lactamasen mit erweitertem Wirkspektrum betragen die Hydrolyseraten ür 
Oxyimino-β-Lactame, wie Ceazidim, Cefotaxim oder Aztreonam, mindestens 10 % der 
Hydrolyserate von Penicillin G[133, 154]. 
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Abb. 10: Aminosäuresubstitutionen in TEM-Varianten, die zur Erweiterung des Wirkspektrums führen. 
Mit Ausnahme von TEM-2 zählen alle zu den Extended-Spectrum-β-Lactamasen (ESBL). 
Aminosäuresubstitutionen, die zu Inhibitor-Resistenzen führen (bei TEM-50 und TEM-68), 
sind nicht dargestellt, nach Bradford, P. A., (2001)[142] 
 
Zu den ESBL gehört beispielsweise die im Rahmen dieser Arbeit untersuchte TEM-8, welche 
sich von der TEM-1 durch 4 Punktmutationen in Position 39, 104, 164 und 238 unter-
scheidet (s. Abb. 10)[142]. Die Änderung des Glycin-Restes in Position 39 zu Lysin hat dabei 
keinen erkennbaren Einfluss auf das Substratspektrum[153]. Der Austausch von Glutamin-
säure in Position 104 durch die Aminosäure Lysin mit deren längerer Seitenkee verstärkt 
die Wechselwirkung mit Oxyimino-Seitenkeen der entsprechenden β-Lactam-Antibio-
tika[153, 154]. Die Substitution von Arginin durch Serin in Position 164 und Glycin durch Serin 
in Position 238 ührt zu einer Vergrößerung der Bindungsstelle des Enzyms, wodurch 
ausreichend Platz ür die sterisch anspruchsvollen Oxyimino-Seitenkeen der β-Lactam-
Antibiotika geschaffen wird[153]. Die Inhibitoren Sulbactam, Tazobactam und Clavulansäure 
sind weiterhin wirksam[136]. 
ESBL sind damit wirksam gegen Penicilline, Monobactame und Cephalosporine mit engem 
und erweitertem Wirkspektrum inklusive dem Cephalosporin Ceobiprol, welches zur 
Behandlung von Infektionen mit Methicillin-resistentem Staphylococcus aureus (MRSA) 
angewendet wird[136, 155]. Milerweile sind mehr als 200 ESBLs bekannt, die sich, wie bereits 
die TEM-1, rasant weltweit ausbreiten[136]. 




Makrolid-Antibiotika wirken gegen bestimmte gram-positive und gram-negative Bakterien 
sowie darüber hinaus gegen einige Mycobakterien und Spirochäten[53]. Sie werden vorrangig 
zur Behandlung von Atemwegsinfektionen eingesetzt[114]. Da diese Antibiotika ein ähnliches 
Wirkspektrum wie Penicillin G aufweisen, werden sie außerdem als Alternative bei 
Penicillin-resistenten Erregern oder bei Vorliegen einer Penicillin-Allergie angewendet[53]. 
Makrolid-Antibiotika besitzen einen meist 14-, 15- oder 16-gliedrigen cyclischen Lacton-
Ring, an dem zwei Zuckersubstituenten, Cladinose und Desosamin, glykosidisch gebunden 
sind[8]. Die bakteriostatische Wirkung basiert auf der Bindung an der 50S-Untereinheit der 
Ribosomen und somit der Blockierung der bakteriellen Proteinbiosynthese[8, 114]. Das erste 
klinisch verwendete Makrolid-Antibiotikum Erythromycin (ERY) wurde 1952 aus Stoffwech-
selprodukten von Streptomyces erythreus isoliert[8]. Dabei handelt es sich um ein Stoffgemisch 
aus strukturell sehr ähnlichen Verbindungen. In dieser Arbeit wird die Bezeichnung Erythro-
mycin als Synonym ür die klinisch bedeutsame Hauptkomponente Erythromycin A verwen-
det. Erythromycin wird zur Verbesserung der Stabilität, Erhöhung der Bioverügbarkeit und 
Wasserlöslichkeit als Salz oder Esterverbindung appliziert. 
In wässrigen Lösungen ist Erythromycin instabil, da die Alkoholgruppe in C6-Position mit 
der Ketogruppe in C9-Position zur antibiotisch inaktiven Hemiketal-Form reagieren, welche 
der Ausgangspunkt ür weitere Transformationen ist (s. Abb. 11 und Abb. 12). Daher wurden 
synthetische Makrolide auf Basis von Erythromycin entwickelt, bei denen die Bildung des 
Hemiketals unterdrückt wird. Die Derivate Clarithromycin (6-O-Methyl-Erythromycin), 
Roxithromycin (Ether-Oxim-Erythromycin) sowie Azithromycin werden milerweile 




Abb. 11: Strukturformeln verschiedener Makrolid-Antibiotika (mit R₁ = Desosamin und R₂ = Cladinose, 
vgl. Abb. 12) ERY mit Darstellung möglicher Modifikationsstellen zur Erhöhung der 
Bioverfügbarkeit (Esterbindungsstelle und Ort der Salzbildung), strukturelle Unterschiede von 
CLA, ROX und AZI im Vergleich zu ERY sind farbig hervorgehoben 
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Azithromycin besitzt eine N-Methylaminomethylen-Gruppe, wobei der 14-gliedrige Lacton-
Ring durch Integration des Stickstofffatoms zu einem 15-gliedrigen Ring erweitert wird. Die 
Analoga unterscheiden sich von ERY im Wesentlichen hinsichtlich der pharmakokinetischen 
Eigenschaen. Sie werden langsamer eliminiert, was größere Dosisintervalle und niedrigere 
Tagesdosen erlaubt[53]. 
Alle Makrolid-Antibiotika werden vorrangig hepatisch eliminiert und je nach Wirkstoff 
unverändert oder zum Teil metabolisiert ausgeschieden[8, 257]. Trotz der geringen Hydrolyse-
stabilität einiger Makrolid-Antibiotika wurden diese Wirkstoffe bereits in Oberflächen-
gewässern nachgewiesen (vgl. Tab. 1).  
Erythromycin (I) unterliegt in wässrigen Lösungen, und somit auch in der aquatischen 
Umwelt, einer säure- und basenkatalysierten Transformation (Abb. 12). Ausgehend von der 
im Gleichgewicht vorliegenden Hemiketal-Form (II) ührt im sauren Milieu eine intra-
molekulare Dehydratationsreaktion zur Bildung von Anhydroerythromycin (IV) (Anhydro-
ERY), wobei als Nebenprodukt Erythromycin-Enolether (III) entsteht[156]. Demgegenüber 
wird in basischen Lösungen 6,9-Erythromycin-Hemiketal (II) zum Carbonsäure-Derivat (V) 
hydrolysiert, welches anschließend zu Pseudoerythromycin-Hemiketal (VI) und Pseudo-
erythromycin-Enolether (VII) reagiert[156]. 
 
 
Abb. 12: Hauptprodukte der ERY-Hydrolyse in sauren und basischen Lösungen Kim, Y.-H. et al., (2004)[156] 
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2.1.7 Resistenzen gegenüber Makrolid-Antibiotika 
 
Resistenzen gegenüber Makrolid-Antibiotika können durch verschiedene Mechanismen 
realisiert werden. Die Bildung modifizierter Zielstrukturen, also Veränderungen der Riboso-
men, z. B. durch enzymvermielte Methylierung im Bereich der Makrolid-Bindungsstelle, 
verhindert eine Interaktion mit dem Antibiotikum und beeinflusst, aufgrund der gleichen 
Bindungsstelle, auch die Wirksamkeit von Lincosamiden und Streptograminen[108, 157]. Ein 
weiterer Resistenzmechanismus beruht auf der Verringerung der Antibiotikakonzentration 
durch Efflux-Pumpen, welche die Makrolid-Antibiotika aktiv aus der Zelle heraus transpor-
tieren, bevor diese den Wirkort erreichen können[108, 157].  
Da ür die Wirksamkeit der Antibiotika ein intakter Makrolactonring und meist der Amino-
zucker Desosamin essentiell sind, stellen zudem diese Strukturen potentielle Angriffspunkte 
ür eine enzymatische Inaktivierung dar[149]. Beispielsweise ührt die Glykosylierung des 
Desosamin-Zuckers oder Spaltung des Makrolactonrings zum Verlust der antibakteriellen 
Wirkung. Die Hydrolyse des Makrolactonringes kann enzymatisch durch die Erythromycin-
Esterase Ere-A erfolgen, welche erstmals 1984 in E. coli beschrieben wurde[150, 158]. Das aus 
406 Aminosäuren bestehende Enzym mit einer Masse von 44,8 kDa stimmt zu 23 % mit der 
später entdeckten Ere-B überein[150]. Erythromycin-Esterasen stellen bisher zwar keinen 
weitverbreiteten Resistenzmechanismus dar, bewirken aber, wenn sie aureten, sehr hohe 
Resistenzlevel[150, 159]. Da diese Gene in pathogenen Bakterien wie E. coli oder Providencia 
stuartii [160] auf Plasmiden und Integrons lokalisiert sind, also mobilen Elementen, die einen 
horizontalen Gentransfer ermöglichen, ist eine rasche Verbreitung möglich[150, 161].  
 
 
Abb. 13: Enzymatische ERY-Hydrolyse nach Barthélémy, P. et al., (1984)[158] inkl. Masse-Ladungsver-
hältnisse der gebildeten Transformationsprodukte (TP) 
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Die enzymatische Hydrolyse von Makroliden am Beispiel von ERY ührt zur Ringöffnung und 
damit einhergehend zu einer Linearisierung des Antibiotikums (TP Ia), wie Abb. 13 zeigt[158]. 
Anschließend folgen zwei abiotische Reaktionsschrie, bei denen zunächst durch Reaktion 
der Ketogruppe an C9 mit der Hydroxylgruppe an C6 ein Hemiketal (TP Ib) gebildet wird, 
welches in einer Dehydratationsreaktion zum Spiroketal (TP II) umgesetzt wird[158].  
Bei der Umsetzung miels Ere-A und Ere-B werden identische Hydrolyse-Produkte erhal-
ten[162]. Beide Enzyme sind in der Lage neben ERY auch CLA und ROX zu transformieren, 
während AZI nur durch Ere-B metabolisiert werden kann[162, 163]. Für Ere-A wurde, im Gegen-
satz zu Ere-B ein Aktivitätsverlust in Gegenwart von Chelatbildnern beschrieben. Daher wird 
die Notwendigkeit eines Metallions als Cofaktor vermutet[162].   
 
2.2 Gentechnische Methoden zur gezielten Proteinbiosynthese 
 
Das Erbgut eines Lebewesens, das alle Informationen zu Bau und Funktionsweise des Organis-
mus enthält, ist in der Basensequenz der Desoxyribonukleinsäure (DNA) codiert. Die kleinste 
funktionelle Einheit der DNA, die die Information zur Synthese eines Proteins oder biologisch 
aktiver RNA enthält, wird als Gen bezeichnet. Die Gesamtheit aller Gene eines Lebewesens 
wird unter dem Begriff Genom zusammengefasst. In Eukaryoten liegt die DNA organisiert als 
Chromosomen im Zellkern vor, während sie sich bei Prokaryonten direkt im Zytoplasma befin-
det. Zusätzlich kann DNA, vor allem in Bakterien, selten auch in Eukaryoten, in Form von Plas-
miden existieren[164]. Plasmide sind kleine doppelsträngige, ringförmige DNA-Moleküle, die 
sich autonom replizieren. Sie besitzen mindestens eine Sequenz, die als Replikationsursprung 
dient und die Anzahl der Kopien je Zelle beeinflusst[165]. Plasmide können verschiedenste Gene, 
wie beispielsweise Resistenzgene (R-Plasmide), tragen und durch Konjugation im Rahmen des 
horizontalen Gentransfers auch zwischen Organismen ausgetauscht werden[164, 165].  
In der Gentechnologie dienen Plasmide als Klonierungsvektoren zum Transfer ausgewählter 
Gene in Zielorganismen. Die eingesetzten Plasmide sind meist kommerziell erhältlich und 
basieren auf natürlichen Plasmiden, die an die speziellen Anforderungen bei gentechnischen 
Arbeiten angepasst wurden. Beispielsweise wurde eine Vielzahl an Erkennungssequenzen ür 
Restriktions-Endonukleasen, sogenannte multiple cloning sites (mcs) als Schnistellen zum 
Klonieren von DNA-Fragmenten, integriert und Selektionsmarker, wie Resistenzgene, hinzu-
geügt[166]. Die Übertragung dieser rekombinanten DNA in den Empängerorganismus wird 
Transformation genannt. Im Anschluss werden die positiven Klone, also die erfolgreich trans-
formierten Zellen, die ein rekombinantes Plasmid aufgenommen haben, selektiert. Dazu 
werden bestimmte Plasmid-vermittelte Eigenschaen, wie Resistenzen oder die Fähigkeit zur 
Biosynthese bestimmter essentieller Substanzen (z. B. der Nukleinbase Uracil), als Selektions-
marker ausgenutzt. In letzterem Fall dienen als Empänger- oder Wirtsorganismen häufig 
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auxotrophe Deletionsstämme. Dabei handelt es sich um Laborstämme, bei denen einzelne 
Gene, die die Fähigkeit zur Biosynthese einer Verbindung codieren, gezielt inaktiviert 
wurden, sodass diese Substanzen nicht selbst synthetisiert werden können[167].  
Nach der Transformation werden die Zellen unter Selektionsbedingungen kultiviert, sodass 
nur die Organismen mit Plasmid überleben und sich vermehren können[164, 167]. Diese können 
dann zur Biosynthese der gewünschten rekombinanten Proteine, wie z. B. β-Lactamasen, ein-
gesetzt werden[164, 167].  
Die Genexpression kann in zwei wesentliche Prozesse unterteilt werden: Die Transkription, 
bei der die Basensequenz der DNA in mRNA (messenger-Ribonukleinsäure) übersetzt wird, 
und die anschließende Translation, im Zuge derer die mRNA in die Aminosäuresequenz des 
Proteins überührt wird[165]. Jedem Gen ist eine spezifische DNA-Sequenz vorranggestellt, die 
als Bindungsstelle ür die RNA-Polymerase dient. Dieser als Promotor bezeichnete Abschni 
beeinflusst die Intensität der Genexpression[164, 168]. Für eine möglichst hohe Proteinausbeute 
eignen sich besonders konstitutive Promotoren, die eine permanente Expression bewirken, 
ohne dass spezifische Induktoren erforderlich sind[169]. Häufig handelt es sich dabei um Gene, 
die Enzyme des primären Katabolismus codieren, welche zu jeder Zeit essentiell ür den 
Organismus sind[165]. Die Proteinmenge hängt darüber hinaus von der Anzahl der vorliegen-
den Plasmide je Zelle ab. Daher werden ür eine hohe Proteinausbeute sogenannte high copy-
Plasmide, die Kopienzahlen von 100 Plasmiden je Zelle erreichen, eingesetzt[166].  
Bei der heterologen Genexpression, also der Expression von organismusfremden Genen, ist 
zu beachten, dass der Codon-Gebrauch im Wirt vom endogenen Organismus abweichen 
kann, das Protein fehlerha modifiziert oder gefaltet werden kann, möglicherweise Co-Fakto-
ren fehlen, das rekombinante Protein womöglich schneller abgebaut wird oder, dass sich, vor 
allem bei Überexpression, Aggregate bilden[167]. 
Nach der erfolgreichen Biosynthese muss das Protein, je nach Bestimmungsort, unter Um-
ständen in bestimmte Zellkompartimente transportiert oder, wie im Falle der β-Lactamasen, 
sezerniert, d. h. aus der Zelle ausgeschleust werden. Zum Transport des Proteins sind 
spezielle Signalsequenzen, die auch als Leadersequenzen oder Shulepeptide bezeichnet 
werden, erforderlich. Die Kombination von Shulepeptid und dem eigentlichem Protein wird 
als Fusionsprotein bezeichnet[166]. Die Sekretion von Proteinen hat zudem den Vorteil, dass 
auf diese Weise ein proteolytischer Abbau des rekombinanten Proteins vermieden wird, da 
gerade Hefen nur wenige Proteasen ins Nährmedium abgeben. Außerdem können die sezer-
nierten Proteine, im Vergleich zu im Cytoplasma vorliegenden, leichter gereinigt werden. 
Für viele Untersuchungen ist die Verwendung eines isolierten Enzyms von Vorteil. Gereinigte 
Enzyme sind in der Regel lagerstabil, transportähig und vereinfachen die Untersuchungen 
von Einflussparametern, da die Enzymkonzentration direkt bekannt ist und gezielt ür 
Versuche eingestellt werden kann. Das Anfügen einer Polyhistidinsequenz stellt eine Standard-
methode zur selektiven Reinigung von Enzymen mittels Ni-Affinitätschromatographie dar[170].  
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Allerdings ist nicht vollständig auszuschließen, dass diese, auch als His-tag bezeichnete, 
C-terminale Aminosäuresequenz die Konformation des Proteins beeinflusst und infolge-
dessen Änderungen der Enzymaktivität und -affinität bewirkt[170–173].  
Für die heterologe Genexpression in S. cerevisiae werden ausschließlich Hefe-E. coli-Shule-
Vektoren herangezogen, welche die Expression sowohl in E. coli-Bakterien als auch in 
Saccharomyces sp. ermöglichen[167]. Eine vereinfachte, schematische Darstellung der Plasmid-
karte des Vektors p426, der ür die im Rahmen dieser Arbeit eingesetzten S. cerevisiae-Zellen 
verwendet wurde, ist in Abb. 14 dargestellt. 
 
 
Abb. 14: Plasmidkarte des eingesetzten Plasmids p426 mit der Kennzeichnung der wichtisten Bereiche 
sowie dem eingefügten heterologen Gen inklusive Signalsequenz und ggf. His-tag[174] 
 
Diese binären Vektoren beinhalten ein Fragment aus E. coli, zumeist aus dem häufig einge-
setzten pBR322-Plasmid, welches einen Replikationsursprung und Ampicillinresistenzmarker 
enthält[166]. Darüber hinaus sind ür die Replikation in Hefen Abschnie des endogenen 
2µ-Plasmids sowie das Gen zur Biosynthese von Uracil als Selektionsmarker integriert[166, 167]. 
Dies erfordert den Einsatz entsprechender Deletionsstämme, wie dem häufig eingesetzten 
S. cerevisiae-Stamm BY4741, bei dem die Gene zur Biosynthese der Aminosäuren Histidin, 
Leucin, Methionin und der Nukleinbase Uracil deletiert sind[169, 175]. Für die heterologe 
Expression müssen die eingeügten Gene unter die Kontrolle von Hefe-spezifischen 
Promotor- und Terminationssequenzen gestellt werden[167]. Um eine hohe Proteinausbeute 
zu erhalten, wird einer der stärksten, konstitutiven Hefe-Promotoren, der GPD-Promotor, 
eingesetzt[169]. Dieser codiert das Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase, 
welches eine wesentliche Rolle im Energiestoffwechsel bei der Produktion von ATP (Adenosin-
triphosphat) einnimmt[176]. Zwischen Promotor- und Terminationsregion befinden sich 
geeignete Schnistellen ür Restriktions-Endonukleasen, die den Einbau des gewünschten 
heterologen Genes, wie z. B. blaTEM-1, ermöglichen. Für die Sekretion der rekombinanten 
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Proteine ins Nährmedium werden vor das Protein-Gen noch geeignete Signalsequenzen, wie 
HSP150 (Hitzeschock-Protein, 150 kDa) oder MFα (mating-factor alpha, Pheromon) kloniert[166, 167]. 
Zusätzlich wird gegebenfalls eine Polyhistidinsequenz angeügt, um eine spätere Protein-
isolierung zu ermöglichen. 
 
2.3 Der eukaryotische Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae 
 
Die Bäcker- oder Brauhefe Saccharomyces cerevisiae gehört zu den ältesten biotechnologisch 
genutzten Mikroorganismen und wurde bereits 6.000 v. Chr. zur Herstellung von Bier, Wein 
und Backwaren eingesetzt[167]. Diese Anwendungsgebiete waren namensgebend und finden 
sich in der lateinischen Gaungsbezeichnung „Saccharomyces“ ür „Zuckerpilz“ und der 
Spezies „cerevisiae“ ür „Bier“ wieder. Systematisch werden Hefen dem Reich der Fungi (Pilze) 
zugeordnet. Im Unterschied zu Hyphenpilzen liegen sie unter normalen Wachstumsbe-
dingungen als einzellige Organismen mit einer Zellgröße von ca. 5 × 6 µm vor[167]. Hefepilze 
ernähren sich heterotroph und können sowohl unter aeroben als auch anaeroben Bedingungen 
kultiviert werden. Sie vermehren sich vegetativ über Knospung, wobei nach jeder Teilung eine 
Narbe auf der Zellwand der Mutterzelle zurückbleibt (Abb. 15). Nach etwa 30 Knospungszyklen 
kann sich die Hefezelle aufgrund der zahlreichen Narben nicht weiter teilen[167].  
 
 
Abb. 15: Eukaryotischer Modellorganismus Saccharomyces cerevisiae (Bäckerhefe), Bild: Universität 
Basel: Swiss Nanoscience Institute, Nano Imaging Lab[177] 
 
Unter nährstofflimitierenden Bedingungen können Hefen auch einen sexuellen Vermehrungs-
zyklus durchlaufen, wobei zunächst vier haploide Sporen, je zwei vom Kreuzungstyp a und zwei 
vom Kreuzungstyp α, gebildet werden[167, 178]. Aus jeder Spore entsteht nach der Freisetzung eine 
haploide Zelle. Anschließend können zwei haploide Zellen mit gegensätzlichem Kreuzungstyp, 
zu einer diploiden Zelle fusionieren. Die Erkennung des Kreuzungstyps wird über ein Pheromon-
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Rezeptorsystem gesteuert. Hierfür sezernieren α-Zellen das Pheromon α-Faktor, welches am 
Rezeptorsystem benachbarter a-Zellen binden kann. Diese a-Zellen produzieren wiederum ein 
Pheromon (a-Faktor), welches an speziellen Rezeptoren der α-Zellen registriet wird[167]. 
Als Eukaryoten unterscheiden sich Hefen bezüglich des zellulären Aufbaus und der Komparti-
mentierung wesentlich von den prokaryotischen Bakterien. Beispielsweise besitzen sie einen 
abgetrennten Zellkern, Zellorganelle, wie das endoplasmatische Retikulum, und eine Zell-
wand, die, im Unterschied zur bakteriellen Murein-Zellwand, vorwiegend aus verschiedenen 
β-Glucanen und geringen Mengen an Chitin und Mannoproteinen besteht[179–181]. Aufgrund 
der strukturellen Unterschiede wirken Antibiotika, wie β-Lactame, nicht gegen Hefen. 
Die vollständige Sequenzierung des Genoms von S. cerevisiae und somit dem ersten Eukaryo-
ten erfolgte im Jahre 1996 und umfasst ca. 6.000 Gene[182]. Neben dem chromosomalen Genom 
liegt in 80 % aller Wildisolate ein Plasmid vor, das wegen seiner Größe von 2 µm auch als 2µ-
Plasmid bezeichnet wird[167]. Das Vorhandensein von Plasmiden ist in eukaryotischen Zellen 
selten, aber ür gentechnische Anwendungen ein erheblicher Vorteil.  
Seit 1970 gewinnt S. cerevisiae zunehmend an Bedeutung als eukaryotischer Modellorganis-
mus in der molekulargenetischen Forschung sowie der industriellen Biotechnologie[166]. 
Neben dem entschlüsselten Genom ist die einfache und kostengünstige Kultivierung dieser 
einzelligen Mikroorganismen, die sowohl unter aeroben als auch anaeroben Bedingungen 
erfolgen kann, vorteilha[166]. Auf Basis des endogenen 2µ-Plasmids konnten kommerziell 
verügbare Vektorsysteme entwickelt werden, die einen einfachen Gentransfer in den Orga-
nismus erlauben[166, 176]. Des Weiteren ist S. cerevisiae als Eukaryot in der Lage, zahlreiche 
posranslationale Modifikationen durchzuühren, die meist ür die Stabilität und Funktion 
eukaryotischer Proteine erforderlich sind[166]. Darüber hinaus zeigen heterologe Gene in 
diesem Organismus generell eine hohe Stabilität, was auf die niedrige proteolytische Aktivität 
zurückzuühren ist und eine einfache Isolierung der Proteine ermöglicht[166]. Vorteilha ist 
zudem die Tatsache, dass S. cerevisiae kaum eigene Proteine sezerniert, wodurch die Isolierung 
von heterologen, sezernierten Proteinen aus dem Kulturüberstand erleichtert wird[166, 183]. Da 
dieser apathogene Organismus darüber hinaus keinerlei Toxine produziert, kann er beispiels-
weise zur Produktion von Pharmaka eingesetzt werden, ohne dass teure Reinigungsverfahren 
erforderlich sind[166]. Nach dem jahrelangen Einsatz in der Lebensmielindustrie gilt die 
Ungeährlichkeit von S. cerevisiae als erwiesen, sodass keine speziellen Auflagen oder Zustim-
mungen bei der Verwendung in der Arzneimielproduktion ür die Humanmedizin erforder-
lich sind[183]. In diesem Zusammenhang ist zudem vorteilha, dass keine bakteriellen Konta-
minationen möglich sind, die das Risiko ür allergische Reaktionen erhöhen können[183]. 
Industriell wird S. cerevisiae beispielsweise bereits zur Herstellung rekombinanter Enzyme, 
wie Insulin, oder zur Produktion von Gerinnungs- und Wachstumsfaktoren sowie Virus-
proteinen zur Herstellung von Impfstoffen angewendet[183, 184].  
 




Enzyme sind Proteine, die als Katalysatoren wirken und in Zellen ablaufende Reaktionen 
erheblich beschleunigen, indem sie den Übergangszustand stabilisieren und somit die Akti-
vierungsenergie herabsetzen[185]. Jedes Enzym besitzt ein aktives Zentrum, das koordinieren-
de sowie katalytisch wirkende Aminosäureseitengruppen enthält und ür die Bindung des 
Substrates verantwortlich ist. Die räumliche Struktur dieser Region ist komplementär zum 
korrespondierenden Substrat, sodass nur spezielle Moleküle oder Molekülgruppen binden 
können, die dann über einen spezifischen Reaktionsweg umgesetzt werden[164, 185]. Enzyme 
wirken daher substrat- und reaktionsspezifisch, wobei kaum unerwünschte Nebenprodukte 
entstehen[164].  
Vereinfacht verlaufen enzymatische Reaktionen nach der in Abb. 16 dargestellten 
Gleichung[164, 186]. Demnach bindet zunächst ein Substratmolekül reversibel am aktiven 
Zentrum eines freien Enzyms unter Ausbildung eines Enzym-Substrat-Komplexes. Im 
Anschluss an die Reaktion wird das erhaltene Produkt freigesetzt und das Enzym steht 
unverändert weiteren Reaktionen zur Verügung. 
 
 
Abb. 16: Vereinfachter schematischer Ablauf einer Enzym-katalysierten Reaktion 
 
Neben Faktoren wie Temperatur und pH-Wert beeinflusst die Substratkonzentration 
maßgeblich die Reaktionsgeschwindigkeit. Wie Abb. 17 zeigt, ergibt die Auragung der 
Anfangsgeschwindigkeit v₀ gegen die Substratkonzentration eine ür enzymatische 
Reaktionen charakteristische Säigungshyperbel, bei der sich die Reaktionsgeschwindigkeit 
asymptotisch einem maximalen Wert (vₘₐₓ) annähert. Unter der Annahme eines Fließgleich-
gewichtes kann die Geschwindigkeit der Gesamtreaktion und deren Abhängigkeit von der 
Substratkonzentration durch die von Leonor Michaelis und Maud Menten 1913 entwickel-
te Gleichung beschrieben werden[164, 187]. Die darin enthaltene maximale Reaktionsge-
schwindigkeit vₘₐₓ sowie die Michaelis-Konstante Kₘ sind wichtige Kenngrößen zur 
Charakterisierung enzymatisch katalysierter Reaktionen. Die Michaelis-Konstante be-
schreibt die Substratkonzentration, bei der die Aktivität des Enzyms halbmaximal ist, also 
den Zustand, in dem genau die Häle der verügbaren Enzyme ein Substratmolekül gebunden 
hat[164]. Unter der Annahme, dass k₁ ≫ k₂ ist, entspricht die Michaelis-Konstante darüber 
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hinaus der Gleichgewichts-Dissoziationskonstante des Enzym-Substrat-Komplexes und ist 
somit ein Maß ür die Affinität des Enzyms zu einem bestimmten Substrat, wobei gilt: Je 
niedriger der Kₘ-Werte, desto höher ist die Substrataffinität[164, 185]. 
Ausgehend von der Michaelis-Menten-Gleichung werden zwei Grenzälle (S ≪ Kₘ und 
S ≫ Kₘ) unterschieden (Abb. 17), bei denen die initiale Reaktionsgeschwindigkeit v₀ 
annähernd linear verläu. Bei sehr niedrigen Substratkonzentrationen (S ≪ Kₘ) ist die 
Geschwindigkeit direkt proportional zur Konzentration des Substrats, was einer Reaktion 
1. Ordnung entspricht[164]. Liegen hingegen sehr hohe Substratkonzentrationen (S ≫ Kₘ) vor,  
verläu die Reaktion nach einer Kinetik 0. Ordnung[164]. Wenn alle Enzyme ein Substrat-
molekül gebunden haben und somit im Enzym-Substrat-Komplex vorliegen, kann eine 
weitere Erhöhung der Substratkonzentration keine Steigerung der Reaktionsgeschwindigkeit 
bewirken. Die Enzyme arbeiten bei diesem Grenzfall daher unabhängig von der Konzen-
tration des Substrates mit maximaler Reaktionsgeschwindigkeit. 
 
 
Abb. 17: Abhängigkeit der initialen Reaktionsgeschwindigkeiten von der Substratkonzentration bei 
Enzym-katalysierten Reaktionen entsprechend der Michaelis-Menten-Theorie sowie Grenz-
fälle dieser Kinetik inklusive Reaktionsordnung und Gleichung zur Berechnung der Halb-
wertszeit 
  
Die Bestimmung dieser Größen kann einerseits aus der Aufnahme einer einzelnen 
kinetischen Kurve erfolgen, indem die Ausgangsgeschwindigkeiten v₀ ür verschiedene 
Substratkonzentrationen aus der Tangente des jeweiligen Punktes [S] ermielt werden. 
Andererseits kann auch eine Serie von Kurven bei unterschiedlichen Substratkonzentra-
tionen aufgenommen und aus diesen die Anfangsgeschwindigkeiten bestimmt werden. Der 
Vorteil bei dieser zweiten, wesentlich aufwendigeren Variante besteht darin, dass tatsächliche 
Anfangsgeschwindigkeiten bestimmt werden und eventuelle Veränderungen des Systems die 
bei längeren Reaktionszeiten aureten, z. B. durch die zunehmende Produktkonzentration, 
nicht miteinbezogen werden. Voraussetzung ist in jedem Fall, dass die Daten nicht 
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ausschließlich aus einem (linearen) Grenzbereich stammen, sondern der Übergangsbereich 
mit erfasst wird. Beide Verfahren ermöglichen die Bestimmung der initialen Reaktions-
geschwindigkeiten in Abhängigkeit von der Substratkonzentration. Aus diesen Daten können 
entsprechend der Michaelis-Menten-Gleichung die Konstanten Kₘ und vₘₐₓ ermielt 
werden. Dies kann graphisch durch die Anwendung verschiedener Linearisierungsverfahren, 
wie beispielsweise der doppelt-reziproken Auragung nach Lineweaver-Burk[188], der 
Eadie-Hofstee- oder der Hanes-Auragung erfolgen[164, 186, 189]. Aufgrund der unter-
schiedlichen Wichtung der Daten und Fehlerverzerrung liefern diese Linearisierungs-
verfahren häufig abweichende Ergebnisse[186]. Daher werden milerweile bevorzugt nicht-
lineare Regressionsverfahren zur Ermilung der Parameter herangezogen[190]. 
 
2.5 Spurenstoffanalytik mittels LC-MS/MS-Technik 
2.5.1 Einleitung, Entwicklung und Bedeutung 
 
LC-MS-Systeme kombinieren zwei äußerst leistungsähige, analytische Methoden, das 
Trennverfahren der Hochleistungsflüssigkeitschromatographie (HPLC, kurz LC) und das 
Detektionsverfahren der Massenspektrometrie (MS). Einzig dieses State-of-the-art-Verfahren 
wird den hohen Anforderungen bei der Spurenstoffanalyse in komplexen Umweltproben 
gerecht und ermöglicht eine eindeutige stoffliche Identifizierung bei gleichzeitig bemerkens-
werter Sensitivität mit typischen Nachweisgrenzen im µg·L⁻¹ bis ng·L⁻¹-Bereich[191–196]. 
Bei der HPLC als säulenchromatographischem Trennverfahren beruht die Separation der 
einzelnen Probenkomponenten auf deren unterschiedlichen Verteilungsverhalten zwischen 
zwei nicht mischbaren Phasen, einer immobilisierten, stationären Phase und einer mobilen, 
flüssigen Phase. Die Teilchengröße des Packungsmaterials der Säule liegt typischerweise im 
Bereich von 3 bis 10 µm[197] und hat einen entscheidenden Einfluss auf die Trennleistung, 
wobei gilt: Je kleiner die Partikelgröße, desto niedriger ist die Höhe der Trennböden, desto 
höher ist die Trennstufenzahl bei gegebener Säulenlänge und somit die erreichbare Trenn-
leistung. Um gleichzeitig eine akzeptable Eluentenfließgeschwindigkeit zu gewährleisten und 
Peakverbreiterungsphänomenen entgegenzuwirken, sind Drücke von mehreren hundert Bar 
erforderlich, woraus besondere Anforderungen an die eingesetzten Materialien und 
Komponenten (z. B. Pumpe) resultieren[195]. Für die Trennung von relativ polaren Analyten, 
wie Pharmaka, eignet sich besonders die Umkehrphasen-HPLC (Reversed Phase-HPLC, 
RP-HPLC). Bei diesem Verfahren wird eine unpolare stationäre Phase wie beispielsweise 
modifiziertes Kieselgel, welches durch kovalent gebundene Alkylkeen hydrophobiert 
wurde, in Kombination mit wässrigen oder mit Wasser mischbaren organischen Lösungs-
mieln (insbesondere Methanol, Acetonitril) als polare, mobile Phase, verwendet. 
Die HPLC ist eine sensitive, robuste, vielseitig einsetzbare und gut verstandene Technik, die 
insbesondere in der pharmazeutischen Industrie von immenser Bedeutung ist, da nahezu alle 
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pharmazeutisch relevanten Substanzen und Zwischenstufen im Verlauf der Arzneimiel-
entwicklung ür HPLC-Methoden zugänglich sind[198–200]. Die konventionell eingesetzten 
UV-Detektoren genügen jedoch nicht den Ansprüchen, die im Bereich der Umweltanalytik 
von Spurenstoffen an Sensitivität und Selektivität gestellt werden. Die Trennleistung eines 
jeden HPLC-Systems ist begrenzt und eine Identifizierung von Analyten mit sehr ähnlichen 
physiko-chemischen Eigenschaen kann hierbei meist nur durch den Vergleich der 
Retentionszeiten mit Referenzsubstanzen erfolgen. Gerade bei komplexen Proben, wie sie im 
Bereich der Umweltanalytik aureten, ist eine Identifizierung einzelner Analyten aufgrund 
co-eluierender Komponenten allein auf der Basis chromatographischer Daten nicht 
zweifelsfrei möglich[194].  
Die Massenspektrometrie als sehr sensitive Methode zur Messung von Atomen und Molekü-
len, stellt als Detektions- und Identifikationsverfahren eine ideale Ergänzung zur HPLC dar. 
Bei der Massenspektrometrie werden Ionen anhand ihres Masse-Ladungsverhältnisses (m/z) 
getrennt und detektiert. Grundsätzlich kann zwischen hochauflösenden Verfahren, bei denen 
exakte Molekülmassen und exakte Summenformeln im Vordergrund stehen, und hoch-
empfindlichen Verfahren, bei denen das Hauptaugenmerk auf der Sensitivität liegt, unter-
schieden werden. Aufgrund des universellen Detektionsverfahrens erschweren omals 
komplexe Mischungen bzw. Probenmatrices die Zuordnung von Signalen und somit die 
eindeutige Identifikation von Zielanalyten. Durch die Kombination eines Trennverfahrens 
entsprechend der Hydrophobizität (HPLC) mit der Massenselektivität des MS-Detektors kann 
dieses Problem hochsensitiv gelöst werden[194].  
Historisch betrachtet konnte zunächst eine Kopplung zwischen Gaschromatographen und 
Massenspektrometern (GC-MS) technisch realisiert werden, was das Analytspektrum aller-
dings auf flüchtige und thermisch stabile Verbindungen begrenzte. Pharmaka, deren Trans-
formationsprodukte und Metabolite, sowie Biomoleküle, wie Proteine, sind ür GC-MS-
Untersuchungen daher in aller Regel nicht zugänglich[201, 202]. Diese Substanzen müssten 
zunächst miels Flüssig-Flüssig-Extraktion äußerst aufwendig aus der wässrigen Matrix 
isoliert und teilweise derivatisiert werden. Da auch darüber hinaus 85 % aller Substanzen in 
Umweltproben polar und thermisch labil sind, wurde die Entwicklung von HPLC-MS-
Kopplungstechniken besonders forciert[194, 201]. 
Die Verbindung des relativ großen Lösungsmittelvolumens, welches kontinuierlich die Trenn-
säule verlässt, mit den ür die Massenspektrometrie notwendigen Hochvakuumbedingungen, 
stellte eine der fundamentalen Herausforderungen bei der Entwicklung der LC-MS-Technik 
dar[197]. Zahlreiche Kopplungsvarianten wurden entworfen, wobei erst mit der Entwicklung 
der Elektrospray-Ionisation (ESI) ein entscheidender Durchbruch erzielt wurde (2.5.2). 
Als Ergebnis dieser Verfahrenskombination wird ein 3-dimensionales Chromatogramm 
(Abb. 18) erhalten, in welchem alle nacheinander aufgenommenen Massenspektren in Ab-
hängigkeit von der Retentionszeit zusammengefasst sind[198]. Jede Verbindung, die von der 
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Trennsäule eluiert, ist durch ein individuelles Massenspektrum charakterisiert. Zur Darstel-
lung des Total-Ionen-Chromatogramms (TIC) werden die Signalintensitäten der Massenspek-
tren zu jeder Retentionszeit summiert. 
Beim Einsatz von Tandem-Massenspektrometern (vorwiegend Triple-adrupol-Geräten), 
bei denen der zweite adrupol als Kollisionszelle dient, wird eine weitere Dimension durch 
die Selektion von Precursor-Ionen, deren Fragmentierung und Aufzeichnung der zugehörigen 
Produkt-Ionen erhalten[198]. Für diese Geräte hat sich das Akronym LC-MS/MS als 
Verfahrensbezeichnung etabliert. Dieser Betriebsmodus wird im Falle der Erfassung eines 
einzelnen Produkt-Ions als Single Reaction Monitoring (SRM), bei der Erfassung mehrerer 
Ionen als Multiple Reaction Monitoring (MRM) bezeichnet (2.5.4).  
 
 
Abb. 18: Total-Ionen-Chromatogramm einer LC-MS/MS-Kopplung nach[203], Links: chromatographisch 
getrennte Komponenten im TIC, Mitte: dazugehörige MS-Spektren der einzelnen Komponen-
ten, rechts: exemplarisch ausgewähltes Precursor-Ion und das dazugehörige Product-Ion-
Spektrum  
 
Die individuellen Fähigkeiten und Vorteile der Einzelmethoden (HPLC, MS) werden durch 
die Kopplung synergistisch gesteigert. Komplexe Multikomponentenproben können ohne 
(zeit-)aufwendige off-line-Probenvorbereitung direkt in einem Analyseschri, unter Einsatz 
eines minimalen Probenvolumens, untersucht werden. Infolge der chromatographischen 
Trennung werden Interferenzen beseitigt und Signalsupressionen minimiert, was die alität 
der erhaltenen Massenspektren erhöht. Bezüglich der Identifikation von Analyten wird die 
Zuverlässigkeit gesteigert, da neben den strukturspezifischen MS-Daten auch die Retentions-
zeit bekannt ist und die hohe Selektivität der Massenspektrometrie zumeist auch die 
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Identifikation co-eluierender Substanzen erlaubt. Die Empfindlichkeit wird verbessert, da die 
Analyten fokussiert in einer schmalen Bande in das MS eingebracht werden. Allerdings 
werden gerade beim Einsatz von UHPLC-Systemen (Ultra-Hochleistungsflüssigkeitschroma-
tographie-Systeme), die derzeitigen Grenzen der Technik ausgereizt, da zur Generierung 
einer ausreichenden Datenpunktdichte zur Beschreibung äußerst schmaler Peaks die 
resultierende Messzeit pro Datenpunkt samt Einstellungen der exakten Potentiale an den 
adrupolstäben in einen kritisch niedrigen Bereich rückt und gerade bei der Bestimmung 
vieler co-eluierender Verbindungen an physikalische Grenzen stößt. Durch den Einsatz von 
isotopenmarkierten Verbindungen stehen ideal geeignete Referenzsubstanzen (interne 
Standards) zur Verügung, welche die quantitativen Ergebnisse absichern[194]. 
Aufgrund ihrer Leistungsähigkeit und Empfindlichkeit haben sich LC-MS-Verfahren in der 
Routine-Analytik etabliert und werden auch in Regelwerken zur Überprüfung gesetzlicher 
Grenzwerte und Umweltqualitätsnormen herangezogen[204, 205]. Während zunächst üblicher-
weise Methoden mit Anreicherungsverfahren, wie Festphasenextraktion (SPE) bei der EPA-
Methode 1694 eingesetzt wurden, ist mit dem zunehmenden technischen Fortschri, insbe-
sondere der Empfindlichkeitssteigerung, ein Trend hin zu Direkt-Injektionsmethoden, wie sie 
in DIN 38407-47 beschrieben werden, festzustellen[204, 205]. 
 
2.5.2 Elektrospray-Ionisation  
 
Die erstmals 1984 von J. B. F und M. Y beschriebene Methode der Elektrospray-
Ionisation (ESI) zählt milerweile zu den wichtigsten Interface-Varianten zur Kopplung von 
HPLC und MS[206, 207]. Bei diesem sensitiven und schonenden Verfahren werden Ionen unter 
Atmosphärendruck aus einem Lösungsmiel in die Gasphase transferiert[208]. Dabei wird nur 
wenig Energie übertragen, sodass nahezu keine Fragmentierung stafindet und intakte 
Molekülionen erhalten werden[197]. Um optimale Ergebnisse bei der Erfassung der Ziel-
analyten zu erhalten, ist allerdings zunächst die Optimierung einiger ellenparameter mit 
Standardsubstanzen (Tuning) erforderlich.  
Abb. 19 illustriert die ablaufenden Prozesse bei der Elektrospray-Ionisation am Beispiel des 
positiven Ionisationsmodus. Der Analyt gelangt mit dem Lösungsmielfluss über eine 
Kapillare, welche von einer zylindrischen Elektrode umgeben ist, in die Ionenquelle. Zwi-
schen dieser Elektrode und einer Gegenelektrode am Eingang des Massenspektrometers wird 
eine hohe Spannung (2 bis 5 kV) angelegt, welche eine Ladungstrennung bewirkt[197, 201, 209]. 
Im positiven Ionisationsmodus migrieren die Anionen zur positiv geladenen Kapillarwand, 
wo sie oxidiert oder entladen werden. Die Kationen der Lösung akkumulieren hingegen im 
Bereich der Kapillaröffnung unter Ausbildung eines T-Konus[195, 210, 211]. An dessen 
Spitze bildet sich ein Flüssigkeitsfilament aus, welches mit steigender Entfernung zum 
Kapillarende aufgrund gleichartig geladener Ionen zunehmend destabilisiert wird, sodass 
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letztlich hochgeladene Tropfen in einem stabilen Spray emiiert werden[195]. Das zusätzlich 
um die Spray-Kapillare eingeleitete inerte Trägergas (nebulizer gas oder Gas 1), unterstützt 
die feine Vernebelung des Eluentenflusses und trägt zusätzlich zur Stabilisierung des Sprays 
bei[210, 212]. Die zwei seitlich angebrachten keramischen Heizelemente, die Temperaturen bis 
750 ℃ erzielen können, bewirken in Kombination mit dem zugeührten Trockengas (Gas 2), 
eine Verdampfung der Lösungsmielmoleküle[210, 212]. Dabei gilt: Je höher die Temperatur, 
desto schneller und effizienter erfolgt die Desolvatisierung, aber desto höher ist auch die 
thermische Belastung der Probe. Vor allem bei thermisch-labilen Analyten muss dies berück-
sichtigt werden, um einer vorzeitigen Zersetzung in der Ionenquelle vorzubeugen.  
 
 
Abb. 19: Schematische Darstellung der ablaufenden Prozesse in einem ESI-Interface nach AB Sciex (2009) 
und Kerbarle, P. & Verkerk, U. H. (2010), geändert[212, 209] 
 
Die Einstellung der Stickstoffströme Gas 1 und Gas 2 orientiert sich am Eluentenfluss und 
ermöglicht eine effiziente und vollständige Verdampfung des kompleen, fortlaufend 
eingebrachten Lösungsmielflusses[203]. Im Unterschied zu früheren Interface-Varianten 
kann auf eine Aufspliung des Eluentenstromes verzichtet werden. Auf diese Weise wird die 
komplee Probenmenge in den Analysator eingebracht, was die Sensitivität erheblich 
verbesserte.  
Die stafindende Desolvatisierung ührt zu einer Reduzierung der Tröpfchengröße und damit 
einhergehend zu einer Erhöhung der Oberflächenladung. Ein kritisches Ladungs-Ober-
flächenverhältnis, das sogenannte R-Limit, ist erreicht, wenn die repulsiven Kräe 
der gleichartig geladenen Teilchen die Oberflächenspannung des Tröpfchens überwiegen, 
was zur Freisetzung von Sekundärtropfen ührt. Dieser, auch als C-Explosion 
bezeichnete Prozess, wiederholt sich mehrfach[195, 197]. Nach der Entfernung restlicher noch 
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anhaender Lösungsmielmoleküle werden freie gasörmige Ionen erhalten, wobei der 
Bildungsmechanismus noch nicht abschließend geklärt ist[213–215]. Aufgrund des elektrischen 
Feldes wandern diese zum Massenanalysator. Um Kontaminationen zu minimieren, ist die 
Kapillare häufig orthogonal zum Eingang des Massenanalysators angebracht[201]. Teilchen, 
bei denen keine Ionisation erfolgt, insbesondere die im Überschuss vorliegenden Lösungs-
mielmoleküle, werden durch das sogenannte Curtain-Gas, meist Stickstoff, abgetrennt. 
Dabei gilt es, einen Kompromiss zwischen einem sehr hohen Gasstrom, zur effektiven 
Abtrennung unerwünschter Teilchen, und einem möglichst niedrigen Gasstrom, ür eine 
möglichst vollständige Passage der Analyt-Ionen, zu finden. Aktuelle technische Entwicklun-
gen zeigen einen Trend zur Vergrößerung der Orifice-Öffnung auf, mit dem Ziel, eine höhere 
Anzahl an Ionen in den Massenanalysator überühren zu können und somit die Sensitivität 
weiter zu steigern[216]. 
Beim ESI-Verfahren handelt es sich um eine sane Ionisationstechnik, bei welcher mitunter 
keine Ionen direkt erzeugt, sondern bereits vorhandene Ionen aus dem Lösungsmiel in die 
Gasphase überührt werden. Von entscheidender Bedeutung ür die Signalintensität der 
Analyten sind daher der pH-Wert des Eluenten bzw. die zugesetzten Additive[217]. Im 
positiven Modus werden typischerweise geringe Mengen Methan- oder Essigsäure hinzu-
geügt, sodass der pH-Wert 2 Einheiten unter dem pKₛ-Wert der Analyten liegt, um proto-
nierte Molekülionen der Form [M+H]⁺ zu erhalten[217–219]. Demgegenüber werden im nega-
tiven Modus deprotonierte Molekülionen der Form [M-H]⁻ durch Zugabe von Ammonium-
acetat, -formiat, oder -hydroxid, generiert, wobei der pH-Wert idealerweise 2 Einheiten höher 
als der pKₛ-Wert der Analyten sein sollte[217–219]. Die Anzahl der Ladungen im positiven 
Modus hängt dabei vornehmlich von der Anzahl basischer Zentren, wie Aminogruppen, im 
Molekül ab, wohingegen im negativen Modus die Anzahl der Säurefunktionalitäten, häufig 
Carbonsäuren oder phenolische Gruppen, entscheidend ist[217]. Zusätzlich kann die Bildung 
von Addukten, wie [M+Na]⁺, [M+K]⁺, [M+NH₄]⁺, oder im negativen Modus [M+CH₃COO]⁻ 
und [M+Cl]⁻, beobachtet werden, was die Analyse von neutralen Molekülen, ohne ionisier-
bare Zentren, erlaubt[220]. Die Bildung von mehrfach geladenen Ionen ermöglicht, im Gegen-
satz zu vielen anderen Ionisationsverfahren, die Analyse von großen Biomolekülen wie 
Proteinen, da somit das m/z-Verhältnis in den Detektionsbereich des adrupol-Analysators 
verschoben wird[194]. Vorteilha ist zudem die Anwendbarkeit des Verfahrens auf 
nichtflüchtige, thermisch labile und polare Verbindungen, was die Analyse einer Vielzahl von 
Ionen und inonogenen Verbindungen, wie Pestizide, Pharmaka sowie deren zumeist 
polareren Transformationsprodukte und Metabolite, Peptide, Proteine, Nukleinsäuren und 
Polymere erlaubt[208, 221–223]. 
Herausforderungen bestehen noch im Umgang mit sogenannten Matrixeffekten, also simul-
tan eluierenden Probenkomponenten, welche Veränderungen der MS-Analytsignale, im Ver-
gleich zur Injektion des Analyten in reinem Lösungsmiel, bewirken. Die Konkurrenz um 
limitierte Ladungsträger und die Bildung unerwünschter Addukte kann zu einer erheblichen 
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Suppression des Analytsignals und infolge dessen zu Fehlquantifizierungen ühren[210, 224]. 
Eine Kompensation kann durch vorangestellte Reinigungsverfahren, wie SPE oder der in der 
Pestizidanalytik bereits etablierten EChERS-Methode erzielt werden, welche allerdings mit 
einem hohen Material- und Arbeitsaufwand sowie der Gefahr des Analytverlustes einher-
gehen[224, 225]. Alternativ können Störeffekte, welche über den Chromatogrammbereich differ-
ieren, auch durch die Verwendung stabiler, isotopenmarkierter interner Standards (ISTD) 
ausgeglichen werden[224, 226, 227]. Eine schnelle Reduzierung von Matrixeffekten kann zudem 
durch die Verdünnung der Probe erzielt werden, was allerdings eine ausreichend hohe 
Analytkonzentration bzw. hohe Sensitivität des eingesetzten Detektors erfordert[224].  
Das ESI-Interface ist mit den typischen Eluenten der RP-HPLC kombinierbar. Allerdings 
ergeben sich aus der hohen Empfindlichkeit der gekoppelten Massenspektrometer spezielle 
Anforderungen an die alität der eingesetzten Lösungsmiel und Additive. Diese müssen 
zwingend eine besondere Reinheit (LC-MS-alität) aufweisen, um Störsignale, Ionen-
suppression und Hintergrundrauschen zu minimieren[194].  
Die universellen Einsatzmöglichkeiten trugen zur schnellen und weiten Verbreitung der ESI-
Technik bei und stellten die Grundlage ür die Etablierung der LC-MS-Technik als Routine-
verfahren in der Instrumentellen Analytik dar[194]. Für die intensive Forschung auf diesem 
Gebiet wurden John B. F (Virginia Commonwealth University) und Kōichi T 
(Firma Shimadzu) 2002 mit dem Nobelpreis ür Chemie gewürdigt[228].  
 
2.5.3 Der Quadrupol als Massenanalysator 
 
Im Massenanalysator erfolgt die Trennung der Ionen entsprechend ihres Masse-Ladungsverhält-
nisses (m/z). Der am häufigsten eingesetzte Massenanalysator ist der Quadrupol (Q)[197, 229, 230], 
dessen Prinzip erstmals 1953 von Wolfgang P beschrieben wurde[231]. W. P (Universität 
Bonn) und Hans G. D (Universität Washington, Seattle) erhielten 1989 für die Entwick-
lung der Quadrupol-Ionenfalle den Physik-Nobelpreis[232]. Der Auau und die Funktionsweise 
eines adrupols sind in Abb. 20 schematisch dargestellt. 
Ein adrupol besteht aus vier streng parallel ausgerichteten, zylindrischen bzw. idealer-
weise hyperbolischen Stabelektroden mit einheitlicher Geometrie, die im adrat angeordnet 
sind[197. 233]. Jeweils zwei diagonal gegenüberliegende Stäbe werden elektrisch miteinander 
verbunden und an den positiven respektive negativen Pol einer variablen Gleichspannungs-
quelle angeschlossen[197]. Zusätzlich werden beide Stabpaare durch variable, hochfrequente 
Wechselspannungsfelder, die um 180° phasenverschoben sind, überlagert[197]. Die Ionen 
werden von den gegensätzlich geladenen Stäben angezogen und von gleichartig geladenen 
abgestoßen. In Abhängigkeit von Ionenmasse, Ionenladung, Radius und Abstand der 
adrupolstäbe, Stärke der angelegten Gleichspannung sowie der Frequenz und Amplitude 
der angelegten Wechselspannung werden die Ionen auf unterschiedliche, oszillierende 
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Trajektorien gelenkt[197]. Die Mehrzahl dieser Flugbahnen ist instabil, d. h. diese ühren zu 
einer Kollision mit den Stäben und infolgedessen zu einer Entladung der Ionen. Die resul-
tierenden neutralen Moleküle werden im Vakuum entfernt.  
 
 
Abb. 20: Schematische Darstellung eines Quadrupol-Massenspektrometers, nach Skoog, D. A. et al., (2013) 
und Cammann, K., (2001), geändert[197, 229], rechts unten: Quadrupol (Q 1) des LC-MS/MS-3200 
von AB Sciex, eigenes Foto 
 
Eine weitere Potentialdifferenz entlang des adrupols leitet die stabil zirkulierenden Ionen 
auf eine spiralörmige Flugbahn entlang der z-Achse durch den adrupol hin zum Detektor. 
Dabei können nur Ionen in einem eng begrenzten m/z-Bereich den adrupol passieren. 
Durch Änderung der Gleich- und Wechselspannungspotentiale lässt sich dieser m/z-Bereich 
variieren, sodass zeitlich nacheinander Ionen mit verschiedenen m/z-Verhältnissen stabile 
Trajektorien aufweisen und somit den adrupol durchqueren können. Aufgrund dieses 
Funktionsprinzips der Massenselektion werden adrupol-Analysatoren auch als 
Massenfilter bezeichnet[197, 229, 230]. Nachfolgend werden die Ionen durch einen Detektor, 
meist Szintillationsdetektoren oder Sekundärelektronenvervielfacher, erfasst und in ein 
digitales Signal umgewandelt. Das Verfahren ermöglicht die Analyse von Ionen bis m/z 1000, 
bei Spezialgeräten auch bis m/z 4000[197]. 
adrupol-Massenfilter sind vergleichsweise kompakt, preiswert, einfach in der Handhabung 
und robust. Sie eignen sich hervorragend für Geräte in der Routineanalytik, da sie stabil und 
wartungsfrei über längere Zeiträume arbeiten. Vorteilhaft sind zudem die hohe Empfindlichkeit 
und niedrigen Scan-Zeiten (<100 ms), die eine Echtzeitmessung von chromatographischen 
Signalen ermöglichen[230]. Nachteilig ist die begrenzte Auflösung von meist 1 m/z[208], die aber 
ür viele Anwendungsälle, wie die antifizierung von Spurenstoffen im Anschluss an eine 
chromatographische Trennung ausreicht.  
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Da adrupole bei Drücken bis zu 10⁻² Pa arbeiten, eignen sie sich zur Verbindung von 
Hoch- und Niederdruckbereichen eines Massenspektrometers[229, 230]. Sie dienen zur Fokus-
sierung von Ionen, als Kollisionszelle und Ionenfalle[211].  
 
2.5.4 Analysenmodi bei der Tandem-Massenspektrometrie 
 
Tandem-Massenspektrometer beinhalten in der Regel 3 adrupole, wobei Q 1 und Q 3 zum 
Scannen und zur Selektion von Ionen verwendet werden, während Q 2 als Kollisionszelle 
dient. Diese Kombination ermöglicht die Durchührung von Fragmentierungsreaktionen im 
Rahmen von Experimenten zur Strukturaulärung und zur antifizierung von organischen 
Spurenstoffen[211, 234]. Zudem ührt diese Verknüpfung von mehreren adrupolen zu einer 
erheblichen Verbesserung der Selektivität, da co-eluierende isobare Verbindungen, deren 
Aureten in komplexen Umweltproben sehr wahrscheinlich ist, weitgehend ausgeblendet 
werden können.  
Abb. 21 illustriert die beiden wichtigsten Analysenmodi, die im Rahmen dieser Arbeit 
eingesetzt wurden. Beim Multiple Reaction Monitoring (MRM) wird gezielt der Ablauf einer 
Fragmentierunsreaktion detektiert. Im Q 1 wird ein ausgewähltes Vorläufer-Ion (Precursor 
ion) selektiert und anschließend im Q 2, der als Kollisionszelle dient, fragmentiert. 
Nachfolgend werden zuvor definierte Produkt-Ionen gezielt im Q 3 abgetrennt und detektiert. 
Dieses Verfahren erlaubt die hochempfindliche Bestimmung von Zielanalyten und wird daher 
zur quantitativen Analyse von Spurenstoffen, wie z. B. Antibiotika, angewendet[201, 211, 212, 235]. 
Der Massenübergang, welcher das intensivste Signal liefert, dient in der Regel als antifier, 
d. h. dieses Signal wird zur antifizierung herangezogen. Alle weiteren Signale (zumeist 
1 bis 3) dienen als alifier zur Verifizierung des Analyten. Zudem ist das Intensitätsver-
hältnis zweier Massenübergänge eines Analyten konstant und somit ein zusätzliches Indiz 
bei der Zuordnung der Signale und der Identifikation von Störsignalen[211, 235]. Vor der 
Messung werden einmalig im Rahmen eines Tunings mit der Standardsubstanz geeignete 
Fragment-Ionen sowie optimale Potentialeinstellungen ür diese Massenübergänge ermielt. 
Die Anzahl der innerhalb eines Chromatogramms erfassbaren Analyten lässt sich zudem 
durch die Anwendung des scheduled-MRM-Algorithmus erheblich steigern. Dabei werden die 
Massenübergänge der Zielanalyten nur in dem erwarteten Retentionszeitfenster detektiert 
und somit die Anzahl der konkurrierenden MRM-Übergänge reduziert. Die in diesem 
Zusammenhang optimierten Verweil- und Zykluszeiten ühren zu einer Erhöhung der Sensi-
tivität und Reproduzierbarkeit. Diese Form der Datenerfassung ermöglicht eine erhebliche 
Steigerung der Zahl an Analyten bei gleichzeitiger Möglichkeit zur Reduzierung der 
Analysenzeit eines Chromatographielaufs. Für eine effiziente Ausnutzung dieser Vorzüge 
bedarf es allerdings schmaler Peaks und stabiler Retentionszeiten, welche gerade bei 
Umweltproben und komplexen Matrices nicht immer gewährleistet werden können[236].  
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Abb. 21: Schematische Darstellung der Vorgänge beim Multiple Reaction Monitoring (oben) und Product-
Ion-Scan (unten) mit Massenchromatogramm und Massenspektrum nach Ramanathan, R., (2009), 
geändert[221] 
 
Beim Product-Ion-Scan wird ein bestimmtes Vorläufer-Ion im Q 1 selektiert und dieses im Q 2 
fragmentiert. Der Q 3 scannt einen bestimmten m/z-Bereich bis zum Masse-Ladungs-
verhältnis des Vorläufer-Ions und erfasst somit, im Unterschied zur MRM-Messung, alle 
entstandenen Fragment-Ionen in diesem m/z-Bereich. Dieser Scan wird ür suspected-target-
screenings angewendet, um z. B. die Bildung von vermuteten Transformationsprodukten 
nachweisen und verfolgen zu können, bei denen aufgrund fehlender Standardsubstanzen kein 
MRM-Scan durchgeührt werden kann. Diese Methode wird, zusammen mit Precursor-Ion-
Scans und Neutral-Loss-Scans (A-1), welche bei der Abspaltung von neutralen Fragmenten 
verwendet werden, zur Strukturaulärung eingesetzt[196]. Bei allen beschriebenen Scan-
Varianten werden Molekülionen gezielt herausgefiltert und somit gleichzeitig ein hoher 
Anteil der Probenbestandteile ausgeblendet. Auf diese Weise wird das Hintergrundrauschen 




3 Material und Methoden 
3.1 Verwendete Geräte und Chemikalien 
 
Die im Rahmen dieser Arbeit verwendeten Geräte und Materialien sind in Anhang A-2 in 
Tab. A-1 aufgelistet. Alle eingesetzten Chemikalien, deren CAS-Nummer, Reinheit sowie der 
Hersteller sind in Anhang A-2 in Tab. A-2 zusammengefasst.  
 
3.2 Arbeiten mit gentechnisch veränderte S. cerevisiae-Zellen 
3.2.1 Eingesetzte S. cerevisiae-Stämme 
 
Die verwendeten rekombinanten Saccharomyces cerevisiae-Zellen (Tab. 2) wurden am Institut 
für Genetik (IfG) der TU Dresden generiert und für die eigenen Untersuchungen bereitgestellt. 
Alle klonierten Zellen basieren auf dem Hefestamm BY4741. Für diesen auxotrophen Deletions-
stamm sind die Aminosäuren Histidin, Leucin und Methionin sowie die Nukleinbase Uracil 
essentiell. Die genetische Information zur Proteinbiosynthese der Enzyme TEM-1, TEM-8 oder 
Ere-A wurde mittels Vektor p426 GPD in S. cerevisiae kloniert und unter die Kontrolle des 
konstitutiven GPD-Promotors gestellt. Um extrazellulär vorliegende Proteine zu erhalten, 
wurden die N-terminalen Sekretionssignalpeptide α-Faktor (MFα) oder HSP150 aus S. cerevisiae 
verwendet. 
 
Tab. 2: Übersicht der verwendeten S. cerevisiae-Stämme zur Expression von Enzymen zur Umsetzung 
von Antibiotika, blau: verkürzte Konstruktbezeichnung 
Enzym vollständige Konstruktbezeichnung Lokalisierung 
β-Lactamase TEM-1 BY4741 p426 GPD HSP150-TEM-1 extrazellulär 
BY4741 p426 GPD HSP150-TEM-1-7×His extrazellulär 
BY4741 p426 GPD MFα-TEM-1 extrazellulär 
BY4741 p426 GPD MFα-TEM-1-7×His extrazellulär 
β-Lactamase TEM-8 BY4741 p426 GPD HSP150-TEM-8-opt extrazellulär 
BY4741 p426 GPD HSP150-TEM-8-opt-6×His extrazellulär 
BY4741 p426 GPD MFα-TEM-8-opt extrazellulär 
BY4741 p426 GPD MFα-TEM-8-opt-6×His extrazellulär 
Esterase Ere-A BY4741 p426 GPD Ere-A intrazellulär 
BY4741 p426 GPD Ere-A-7×His intrazellulär 
BY4741 p426 GPD HSP150-Ere-A extrazellulär 
BY4741 p426 GPD HSP150-Ere-A-7×His extrazellulär 
BY4741 p426 GPD MFα-Ere-A extrazellulär 
 BY4741 p426 GPD MFα-Ere-A-7×His extrazellulär 
Kontrolle BY4741 p426 GPD          - 
 
Zusätzlich wurden die Konstrukte weiter modifiziert, mit dem Ziel, eine Isolierung der 
Enzyme aus dem Kulturmedium zu ermöglichen. Daür wurden mit gentechnischen 
Methoden Konstrukte mit einer C-terminal angeügten Hexa- oder Heptahistidinsequenz 
erzeugt. Dieser His-tag erlaubte die Reinigung der erhaltenen Fusionsproteine miels Nickel-
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Chelat-Affinitätschromatographie. Als Selektionsmarker diente die genetische Sequenz zur 
Biosynthese der Nukleinbase Uracil. Die Selektion der positiven Klone erfolgte im Nährmedium 
W0 mit Zusatz von Histidin, Leucin und Methionin (HLM), aber ohne Uracil (s. 3.2.2).  
Da alle Zellen auf dem Laborstamm BY4741, in welchem der Vektor p426 mit dem GPD-
Promotor eingebracht wurde, basieren, wurde bei der Diskussion der Ergebnisse auf die 
Angabe dieser Abschnie verzichtet und nur die blau gekennzeichnete, verkürzte Konstrukt-
bezeichnung verwendet.  
Diese gentechnisch veränderten Organismen (GVOs) unterliegen gemäß dem Gesetz zur 
Regelung der Gentechnik (GenTG) § 7 den Bestimmungen der Sicherheitsstufe 1. Demnach 
ist beim Arbeiten mit diesen Organismen „nach dem Stand der Wissenscha nicht von einem 
Risiko ür die menschliche Gesundheit und die Umwelt auszugehen“ (§ 7 Abs. 1 GenTG)[237]. 
Dennoch sind Sicherheitsvorkehrungen zu treffen, um eine Freisetzung der rekombinanten 
Organismen in die Umwelt zu verhindern. Nach Abschluss der Versuche wurden daher 
sämtliche GVOs sowie alle Geräte, Materialien und Flüssigkeiten, die mit diesen in Kontakt 
kamen, durch Autoklavieren inaktiviert (vgl. 3.2.2). 
 
3.2.2 Nährmedien und Kultivierung 
 
Um Kontaminationen mit Fremdorganismen zu vermeiden, wurden alle Arbeiten mit vitalen 
Saccharomyces cerevisiae-Zellen unter sterilen Bedingungen durchgeührt. Geräte und 
Materialien, die mit den Zellen in Kontakt gelangen, wurden zuvor bei 121 ℃ in gesäigter 
Wasserdampfatmosphäre ür 20 min autoklaviert.  
Als Basis zur Herstellung des Kulturmediums (W0) wurde das kommerziell erhältliche 
Yeast Nitrogen Base-Nährmediumpulver (ohne Aminosäuren und ohne Ammoniumsulfat) 
verwendet. Dieses Nährmedium enthält alle essentiellen Nährstoffe, Vitamine und Spuren-
elemente, die ür das Wachstum von Hefen erforderlich sind, mit Ausnahme von Amino-
säuren, sowie Kohlenstoff- und Stickstoffquellen. Zur Herstellung von 400 mL-W0-(U)HLM-
Nährmedium wurden 0,68 g Yeast Nitrogen Base und 2 g (NH₄)₂SO₄ in 356 mL entionisiertem 
Wasser gelöst und bei 121 ℃ ür 20 min autoklaviert (Tab. 3). 
 
Tab. 3: Herstellung und Zusammensetzung von W0-(U)HLM-Nährmedium 
 
















 Yeast nitrogen base  
(w/o aa, w/o (NH₄)₂SO₄) 
   0,68 g   1,7 g·L-1 1) Komponenten zusammenfügen,
 autoklavieren (121 °C, 20 min), 
 abkühlen < 70 °C (NH₄)₂SO₄     2 g   5,0 g·L-1 
H₂O    356 mL  
Glucose-Lösung, 20 %ig  40 mL        2 % 2) Substanzen in autoklaviertem, 
 entionisiertem Wasser lösen 
3) steril filtrieren (0,2 µm) 
4) dem autoklavierten, abgekühlten 












Leucin-Lösung,       40 g·L-1 0,8 mL 80 mg·L-1 
Histidin-Lösung,     30 g·L-1 0,8 mL 60 mg·L-1 
Uracil-Lösung,         15 g·L-1 0,8 mL 30 mg·L-1 
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Bestandteile des Nährmediums, die nicht autoklaviert werden konnten, wie Glucose (Glc), die 
Aminosäuren (His, Leu, Met) und Uracil (Ura), wurden in autoklaviertem, entionisiertem 
Wasser gelöst und mit einem Celluloseacetat-Spritzenvorsatzfilter (Porengröße 0,2 µm) steril 
filtriert. Das autoklavierte W0-Medium sowie alle Stammlösungen der Einzelsubstanzen Glc, 
His, Leu, Met und Ura wurden im Kühlschrank bei 4 ℃ gelagert. Das Nährmedium wurde 
stets frisch am Versuchstag durch Zusammenügen der Stammlösungen hergestellt. Zur 
Kultivierung der gentechnisch veränderten S. cerevisiae-Zellen unter Selektionsdruck wurde 
auf den Zusatz von Uracil zum Nährmedium verzichtet. Bei der Verwendung des nährstoff-
reicheren W0-CSM-Mediums wurde das W0-Basismedium vor dem Autoklavieren mit 0,308 g 
complete supplement mixture (CSM) versetzt und auf die Zugabe der Aminosäuren His, Leu, Met 
sowie der Nukleinbase Ura verzichtet. Zur Herstellung von gepufferten Medien, sowohl 
W0-CSM als auch W0-(U)HLM-Medien, wurde dem W0-Ansatz vor dem Autoklavieren 16,92 g 
MES (2-(N-Morpholino)-ethansulfonsäure) zugefügt, der pH-Wert 5,7 mit 2 M NaOH-Lösung 
eingestellt und die zuzusetzende Wassermenge entsprechend verringert. Für die Kultivierung 
der TEM-1-sezernierenden Zellen wurde, sofern nicht anders angegeben, nicht-gepuffertes 
W0-(U)HLM-Medium verwendet. TEM-8- und Ere-A-produzierende Zellen wurden hingegen in 
MES-gepuffertem W0-CSM-Medium kultiviert. 
Die Stammhaltung erfolgte auf Nährplaen mit W0-(U)HLM-Medium, die im Kühlschrank 
bei 4 ℃ auewahrt wurden. Für die Herstellung des Festmediums wurde dem Flüssigmedium 
vor dem Autoklavieren 10 g Agar zugesetzt. Das Überühren der Zellen von den Nährplaen 
in Flüssigmedien erfolgte an einer mikrobiologischen Sicherheitswerkbank.  
Entsprechend den Bestimmungen zum Arbeiten mit Organismen der Sicherheitsstufe S1 wurden 
nach Abschluss der Experimente die Zellen sowie alle Materialien, die mit diesen in Kontakt 
kamen, durch Autoklavieren bei 121 °C für 20 min inaktiviert. Alle Versuche zur enzymatischen 
Antibiotika-Umsetzung, sowohl mit enzymhaltigen Kulturüberständen, gereinigter TEM-1-His 
als auch Zelllysaten, sowie die anschließende Analytik erfolgten unter nicht-sterilen Bedingungen. 
 
3.3 Gewinnung von rekombinanten, in S. cerevisiae exprimierten 
Enzymen 
3.3.1 Gewinnung von β-Lactamase-haltigen Kulturüberständen und 
gereinigter MFα-TEM-1-His 
 
Zur Umsetzung der β-Lactam-Antibiotika wurden entweder direkt die enzymhaltigen, puren 
Kulturüberstände oder, ausgehend von diesen, hergestellte Konzentrat-Lösungen verwendet. 
Zusätzlich wurde im Falle des Konstruktes MFα-TEM-1-His das Enzym aus dem Kultur-
überstand isoliert, sodass eine gereinigte Enzymlösung ür die Versuche eingesetzt werden 
konnte. Die Vorgehensweise zur Gewinnung der extrazellulär vorliegenden TEM-1- und 
TEM-8-β-Lactamasen ist in Abb. 22 schematisch dargestellt. 
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Abb. 22: Schematische Darstellung der Versuchsprozedur zur Gewinnung enzymhaltiger Kulturüber-
stände und anschließender Konzentrierung oder Reinigung des Enzyms für Untersuchungen 
zur β-Lactam-Antibiotika-Umsetzung am Beispiel von AMP 
 
Die genetisch modifizierten Zellen wurden von den Nährplaen in das W0-(U)HLM- oder 
W0-CSM-Flüssigmedium überührt und die optische Dichte (OD₆₀₀) der Kulturen durch eine 
photometrische Messung bei 600 nm bestimmt. Die OD₆₀₀ sollte zu Versuchsbeginn in allen 
Kulturen ungeähr 0,2 betragen. Bei wesentlich geringeren OD₆₀₀-Werten wurden weitere 
Zellen in die Kulturen überührt. Anschließend wurden die Zellen über Nacht (ca. 18 h) im 
Schüelinkubator bei 30 ℃ und 180 rpm kultiviert. Während dieser Zeit produzierten die 
Zellen, die ür die Spurenstoffumsetzung eingesetzten Enzyme, und sezernierten diese in das 
umgebende Medium. Nach der Kultivierung über Nacht sollten sich die Zellen in der expo-
nentiellen Wachstumsphase oder am Beginn der stationären Phase befinden, damit fast aus-
schließlich vitale und dementsprechend möglichst wenige letale Zellen im Medium vorliegen. 
Letztere sind problematisch, da beim Prozess der Zelllyse Proteasen freigesetzt werden, 
welche Proteine, zu denen auch die gewünschten Enzyme zählen, abbauen können. 
Die Abtrennung der Zellen aus den Kulturen erfolgte durch Zentrifugation (20 min, 4.000 rpm). 
Die erhaltenen enzymhaltigen Kulturüberstände konnten anschließend entweder direkt für 
Untersuchungen zur Antibiotika-Umsetzung eingesetzt oder zur Herstellung von enzymhaltigen 
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Konzentrat-Lösungen herangezogen werden. Für die Konzentration wurden Amicon®-Ultra-
Zentrifugenfilter aus regenerierter Zellulose mit einer Molekulargewichts-Ausschluss-
größe (MWCO) von 10 kDa verwendet. Somit konnten die β-Lactamasen mit einem Molekular-
gewicht von 29 kDa zurückgehalten und Anreicherungsfaktoren bis 18 erzielt werden.  
Der enzymhaltige Kulturüberstand bildet zudem die Basis ür die Reinigung und Isolierung 
des Enzyms MFα-TEM-1-His. Daür wurde am IfG eine Flüssigkultur des MFα-TEM-1-His-
produzierenden S. cerevisiae-Stammes in MES-gepuffertem W0-CSM-Medium (pH 5,7) kulti-
viert. Anschließend wurden 100 mL Kulturüberstand mittels Nickel-Chelat-Affinitätschroma-
tographie gereinigt, konzentriert und in Aliquote zu je 50 µL in 2 mL-Eppendorf-Reaktions-
gefäße aufgeteilt. Die erhaltenen Aliquote wiesen eine Proteinkonzentration von 2,25 mg·mL⁻¹ 
(Methode nach W und G[238]) auf und wurden bei −20 °C gelagert. 
 
3.3.2 Zellaufschluss zur Gewinnung der intrazellulären Enzyme 
 
In Abb. 23 werden die wesentlichen Arbeitsschrie zur Gewinnung von intrazellulär vor-
liegenden Enzymen, wie der Esterase Ere-A, miels Zellaufschluss schematisch dargestellt. 
Im Vorfeld wurde einmalig eine Proteinaseinhibitor-Lösung hergestellt, indem eine Tablee 
cOmplete™ von Roche in 1 mL Wasser gelöst und aliquotiert wurde. Diese Aliquote wurden 
anschließend bei −20 ℃ gelagert. 
 
 
Abb. 23: Schematische Darstellung der Arbeitsschritte beim Zellaufschluss zur Gewinnung der intra-
zellulär vorliegenden Esterase Ere-A für die Umsetzung von Makrolid-Antibiotika am Beispiel 
von ERY mit R1 = Desosamin und R2 = Cladinose 
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Zunächst wurden die S. cerevisiae-Zellen durch Zentrifugation (5 min, 5.000 rpm, Zentrifuge 
Z 383 K, Hemle) vom Flüssigmedium abgetrennt, in 0,5 mL 50 mM MES-Puffer resuspendiert 
und in ein Mikroreaktionsgeäß mit 300 mg Glaskugeln überührt. Anschließend wurde jede 
Probe mit 10 µL Proteinaseinhibitor-Lösung versetzt, um den Abbau der gewünschten 
Enzyme zu verhindern. Die Zellen wurden in einer Glaskugelmühle bei 4 ℃ auf maximaler 
Stufe ür 5 min mechanisch aufgeschlossen. Im Anschluss wurde durch Zentrifugation 
(2 min, 15.000 rpm, Zentrifuge 1-14 K, Sigma) das Zelllysat von den restlichen 
Zellbestandteilen abgetrennt. Der auf diese Weise gewonnene enzymhaltige, zellfreie 
Rohextrakt wurde anschließend ür die Untersuchungen zur Umsetzung von Antibiotika, wie 
ERY, eingesetzt. 
 
3.4 Einsatz der rekombinanten Enzyme zur Umsetzung von 
β-Lactam- und Makrolid-Antibiotika 
3.4.1 Herstellung und Lagerung von Antibiotika-Stammlösungen, internen 
Standards und Pufferlösungen 
3.4.1.1 Antibiotika-Stammlösungen 
 
Die Stammlösungen aller Antibiotika und dazugehörigen internen Standards wurden im 
Tieühlschrank bei −20 ℃ auewahrt. Für die Untersuchungen von TEM-1-haltigen Kultur-
überständen orientierten sich die gewählten β-Lactam-Antibiotika-Konzentrationen anäng-
lich an der Vorschri zum Nachweis der Enzymaktivität miels Nitrocefin-Assay (3.4.2.1). 
Daher wurde zunächst eine 500 mg·L⁻¹, in späteren Versuchen eine 50 mg·L⁻¹, AMP-Stamm-
lösung in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) eingesetzt. Die Modellsubstanz AMP ist in 
wässriger Lösung laut den Angaben des Herstellers Merck einen Monat stabil[239]. Die Stamm-
lösung wurde daher regelmäßig, spätestens aller vier Wochen, frisch angesetzt. Alle weiteren 
β-Lactam-Antibiotika wurden nur in einzelnen Versuchsreihen eingesetzt, sodass die Stamm-
lösungen dieser Substanzen immer frisch hergestellt wurden. Von allen β-Lactam-Antibio-
tika, die ür Versuche mit TEM-1-His sowie TEM-8 Verwendung fanden, wurden 5 mM 
Stammlösungen in entionisiertem Wasser hergestellt. Für die Untersuchungen zur Wirksam-
keit der Esterase Ere-A wurde eine wässrige 1 mM ERY-Lösung verwendet. Die weiteren 
Makrolid-Antibiotika, AZI, Anhydro-ERY, CLA und ROX, wurden aufgrund der zum Teil 
begrenzten Wasserlöslichkeit in einer Mischung aus Wasser und Methanol im Verhältnis 
1:1 (v/v) gelöst. Um die Vergleichbarkeit der Ergebnisse zu gewährleisten, wurde auch eine ERY-
Stammlösung in dieser Lösungsmittelmischung angesetzt. Die Konzentration dieser Stamm-
lösungen betrug 1 g·L⁻¹, mit Ausnahme von Anhydro-ERY mit 84 mg·L⁻¹ und AZI mit 1 mM. 
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3.4.1.2 Interne Standards 
 
Die isotopenmarkierten Pharmakaderivate AMP-D₅, AMX-D₄, CEF-D₃, ERY-D₆ und ROX-D₇ 
wurden bei der antifizierung der jeweiligen Spurenstoffe als interne Standards (ISTD) 
verwendet. Von diesen Substanzen wurden zunächst 10 mL einer 100 mg·L⁻¹-Lösung herge-
stellt, diese anschließend zu je 0,5 mL aliquotiert und bei −20 ℃ im Tieühlschrank aue-
wahrt. Vor der Verwendung wurde die Lösung mit entionisiertem Wasser auf 10 mg·L⁻¹ 
verdünnt. Bei Zugabe von 10 µL dieser ISTD-Lösung zu 1000 µL Probenvolumen resultiert 
somit eine Konzentration von 100 µg·L⁻¹ ISTD im HPLC-Vial.  
 
3.4.1.3 Herstellung von Kaliumphosphatpuffer 
 
Der Kaliumphosphatpuffer (KP) besteht aus den beiden Komponenten Dikaliumhydrogen-
phosphat K₂HPO₄ und Kaliumdihydrogenphosphat KH₂PO₄. Zur Herstellung von 0,5 L einer 
1 M Stammlösung wurden jeweils 87,090 g K₂HPO₄ bzw. 68,045 g KH₂PO₄ in entionisiertem 
Wasser gelöst und bei 4 ℃ auewahrt. Durch Variation der Anteile der beiden Phosphatsalze 
konnte der gewünschte pH-Wert im Bereich von pH 5,8 bis pH 8,0 eingestellt werden 
(Tab. 11). Für die Herstellung von 100 mL 0,1 M KP-Puffer mit pH 7,4 wurden 8,02 mL der 
1 M K₂HPO₄-Lösung mit 1,92 mL 1 M KH₂PO₄-Lösung versetzt und mit entionisiertem 
Wasser auf 100 mL aufgeüllt. Der pH-Wert wurde anschließend mittels pH-Meter kontrol-
liert und gegebenenfalls durch Nachdosieren einer Komponente korrigiert. Die Herstellung 
aller weiteren Puffer wie HEPES, MES und MOPS wird unter 3.4.3.4 beschrieben. 
 
3.4.2 Einsatz von enzymhaltigen Kulturüberstand  
3.4.2.1 Nitrocefin-Assay 
 
Die β-Lactamase-Aktivität wurde qualitativ mit Hilfe des chromogenen Cephalosporins 
Nitrocefin (NF) entsprechend der Vorschri von Merck nachgewiesen[240]. Dazu wurden 1 mg 
NF mit 100 µL Dimethylsulfoxid (DMSO) versetzt und miel Vortex-Gerät homogenisiert. 
Diese Lösung wurde unter Lichtausschluss bei −20 ℃ gelagert. Direkt vor der Verwendung 
wurden 100 µL der NF-DMSO-Lösung mit 1,9 mL KP (100 mM, pH 7) versetzt, sodass eine 
NF-Konzentration von 500 mg‧L¯¹ (annähernd 1 mM) resultierte. Für den Nachweis der 
β-Lactamase-Aktivität wurden 20 µL dieser NF-Lösung zu 100 µL enzymhaltigem Kulturüber-
stand gegeben. In Folge der enzymatischen Hydrolyse des β-Lactam-Ringes entsprechend der 
Reaktionsgleichung in Abb. 24 verschiebt sich das Absorptionsmaximum von 390 nm zu 
486 nm, was mit einem Farbwechsel von gelb nach rot einhergeht. Diese Farbänderung weist 
die β-Lactamase-Aktivität qualitativ nach. 
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Abb. 24: Reaktionsgleichung der enzymatischen Hydrolyse von Nitrocefin durch β-Lactamasen 
 
3.4.2.2 Allgemeine Vorgehensweise und Standardversuchsbedingungen 
 
Die hier beschriebene Vorgehensweise zur Umsetzung von β-Lactam-Antibiotika, wie AMP, 
mit enzymhaltigen Kulturüberständen ist das Resultat der unter 4.1.1 diskutierten Vorver-
suche zur Entwicklung einer Versuchsvorschri.  
Die puren oder konzentrierten, enzymhaltigen Kulturüberstände wurden vom IfG frisch am 
Versuchstag bereitgestellt und ür die Untersuchung der Spurenstoffumsetzung mit einer in 
0,1 M KP (pH 7,4) gepufferten β-Lactam-Antibiotika-Lösung versetzt. Als Modellsubstanz 
zum Nachweis der Antibiotika-Umsetzung wurde das zu den Aminopenicillinen zählende 
AMP verwendet. Das Volumenverhältnis von Kulturüberstand und Antibiotika-Lösung 
betrug stets 5:1 (v/v). Die absolut eingesetzten Volumina an enzymhaltigem Kulturüberstand 
variierten, da zum Beispiel von den Konzentraten nur sehr geringe Volumina im Bereich von 
wenigen hundert Mikrolitern zur Verügung standen. Als Reaktionsgeäße, in denen die Um-
setzung stafand, dienten 1,5 mL-HPLC-Vials, gegebenenfalls mit 200 µL-Mikroinsert, wo-
durch ein minimales Reaktionsvolumen von 120 µL realisiert werden konnte.  
Bei den ersten Versuchsreihen mit TEM-1-haltigem Kulturmedium (Abb. 34 und Abb. 36) folgte 
nach der Antibiotikazugabe eine 10-minütige Mischphase, um sicherzustellen, dass der 
Reaktionsansatz vollständig homogenisiert ist, mit dem Ziel, Konzentrationsschwankungen in 
den später entnommenen LC-MS-Proben zu vermeiden und verlässliche Messwerte zu erhalten. 
Als einheitlicher Startwert wurde die erste nach 10 min entnommene Probe definiert, auf die, 
da noch kein ISTD zur Verfügung stand, alle weiteren Messwerte normiert wurden, um den 
Verlauf verschiedener Messserien in Relation zueinander darstellen zu können. Nachdem sich 
zeigte, dass die Reaktion zu dieser Zeit teilweise schon weit fortgeschritten war und eine 
homogene Mischung schneller herbeigeführt werden konnte, wurde diese Zeit in allen weiteren 
Versuchsreihen reduziert, um den Anfangsbereich der Reaktion besser darstellen zu können.  
In Abb. 25 sind die wesentlichen Arbeitsschrie zusammengefasst. Die Mischung aus enzym-
haltigem Kulturmedium und Antibiotikalösung wurde, in Abhängigkeit vom Gesamt-
volumen, entweder durch Schwenken des Reaktionsgeäßes oder, bei geringen Volumina, 
durch mehrfaches Aufnehmen und Entlassen mittels einer Kolbenhubpipette homogenisiert. 
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aus diesem Reaktionsansatz entnommen und in ein Vial mit Sulbactam-Lösung (10 mg·L⁻¹) über-
führt. Hierbei ist ein zügiges Arbeiten für eine möglichst exakte Bestimmung der Ausgangskon-
zentration essentiell.  
 
 
Abb. 25: Schematische Darstellung des Versuchsablauf zur Untersuchung der Umsetzung von β-Lactam-
Antibiotika unter Einsatz von enzymhaltigen (TEM-1 oder TEM-8) Kulturüberständen (sowohl 
pur als auch Konzentrat-Lösungen) 
 
Das Abstoppen mittels Sulbactam geht mit einer Verdünnung der Proben einher. Diese wurde so 
gewählt, dass die Ausgangskonzentration von AMP möglichst im oberen Kalibrierbereich bei 
830 µg·L⁻¹ lag, sodass auch wesentlich niedrigere Konzentrationen sicher quantifiziert werden 
konnten. Um die Umsetzung der Antibiotika zu verfolgen, wurden nach definierten Reaktions-
zeiten weitere Proben aus den Reaktionsansätzen entnommen. Sofern ein interner Standard vor-
handen war, wurden alle Proben vor der Analyse mittels LC-MS/MS-3200 mit diesem versetzt.  
Allgemeingültige Versuchsbedingungen, die bei der Mehrzahl der Experimente mit TEM-1-
haltigen Kulturüberständen Gültigkeit besaßen, sind in Tab. 4 zusammengefasst. 
 
Tab. 4: Standardbedingungen für einzelne Versuchsparameter bei der Verwendung von TEM-1-halti-
gen Kulturüberständen zur Umsetzung von β-Lactam-Antibiotika 
Parameter                     Standardbedingung 
Kulturmedium                     W0-HLM, ohne Puffer 
Konstrukte:  Kontrolle:    
  β-Lactamase:           
                    BY4741 p426 GPD 
                    BY4741 p426 GPD HSP150 TEM-1 
Konzentrationsfaktor Kulturüberstand                     pur (1×) 
β-Lactam-Antibiotikum                      AMP in 0,1 M KP, pH 7,4 
Verhältnis: Kulturüberstand/Antibiotika-Lösung               5:1 (v/v), z. B.: 2000 µL + 400 µL 
Resultierender pH-Wert in Reaktionsansatz                     ca. pH 5,5 
β(AMP)-Stammlösung   500 mg·L⁻¹         50 mg·L⁻¹ 
β₀(AMP) im Reaktionsansatz     83 mg·L⁻¹         8,3 mg·L⁻¹ 
Probenvolumina     10 µL       100 µL 
Sulbactam-Lösung, 10 mg·L⁻¹    990 µL       890 µL 
β₀(AMP) im HPLC-Vial    830 µg·L⁻¹       830 µg·L⁻¹ 
ISTD                      10 µL, 10 mg·L⁻¹ 
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Die Vorgehensweise wurde für die beiden häufig eingesetzten AMP-Stammlösungen 500 mg·L⁻¹ 
und 50 mg·L⁻¹, mit den daraus resultierenden Anpassungen hinsichtlich Probenvolumina und 
Volumen der Inhibitorlösung, getrennt dargestellt. Das Volumen der Sulbactam-Lösung wurde 
so gewählt, dass die maximale AMP-Ausgangskonzentration unabhängig von der Konzentration 
der Stammlösung stets 830 µg·L⁻¹ betrug (Verdünnung im Verhältnis 1:100 bzw. 1:10).  
In Tab. 5 wurden die Reaktionsbedingungen für alle unter 4.1.3 und 4.1.4 diskutierten Versuchs-
reihen mit TEM-1-haltigen Kulturüberständen weiter präzisiert und die von den standardisiert an-
gewendeten Bedingungen abweichenden Parameter für jedes Experiment einzeln aufgeschlüsselt. 
 
Tab. 5: Übersicht aller Versuche mit TEM-1-haltigen Kulturüberstand und Darstellung einzelner Ver-
suchsparameter, die von den Standardbedingungen abwichen  
Versuchsbezeichnung 
laut 4.1.3 und 4.1.4 
Parameter, die von Standardbedingungen (in Tab. 4) abwichen 
Nachweis der 
enzymatischen Aktivität  
β-Lactamase-Konstrukt:  BY4741 p426 GPD MFα TEM-1 
Konzentrationsfaktor:     Kontrolle 12×, β-Lactamase 17× 
β(AMP)-Stammlösung:    500 mg·L⁻¹ 
Anmerkung:                     kein ISTD, kein Inhibitor 
Einfluss der 
Enzymkonzentration 
Konzentrationsfaktor:      Kontrolle 12×, β-Lactamase 18× 
β(AMP)-Stammlösung:    500 mg·L⁻¹ 
Anmerkung:                     kein ISTD, kein Inhibitor 
Einfluss der 
Leadersequenz 
β-Lactamase-Konstrukt:  BY4741 p426 GPD MFα TEM-1 und 
               BY4741 p426 GPD HSP150 TEM-1 
β(AMP)-Stammlösung:    500 mg·L⁻¹ 
Anmerkung:         kein ISTD, kein Inhibitor 
Einfluss des pH-Wertes β(AMP)-Stammlösung:    50 mg·L⁻¹ 
pH-Werte:              4,0 (Konzentrationsfaktor 10×) 
          5,5 und 7,5 (Konzentrationsfaktor 1×) 
Einstellung pH-Wert:      Zusatz von 4 M HCl bzw. 2 M NaOH 
Anmerkung:         Bei pH 4,0 kein ISTD, kein Inhibitor 
Zeitspanne seit 
Transformation 
β(AMP)-Stammlösung:    50 mg·L⁻¹ 
Zeit seit Transformation: 5 Tage und 40 Tage  
Variabilität β(AMP)-Stammlösung:    50 mg·L⁻¹ 
Anmerkung:        Zusammenfassung verschiedener Versuchs-            
        reihen unter Standardbedingungen 
Lagerstabilität β(AMP)-Stammlösung:    50 mg·L⁻¹ 
Anmerkung:              enzymhaltiger Kulturüberstand vor                                          
      Versuch bei −20 °C 20 Tage gelagert  
Substratkonzentration β(AMP)-Stammlösung:    500 mg·L⁻¹, 50 mg·L⁻¹, 5 mg·L⁻¹, 0,5 mg·L⁻¹ 
Anmerkung:         resultierende Anpassungen für ISTD, Inhibitor 
                                    und Probenvolumina siehe Tab. 6 
Substratspektrum Stammlösung:                  50 mg·L⁻¹ und 10 mg·L⁻¹ (Mix) 
β-Lactam-Antibiotikum:  AMP, AMX, CLX, OXA, Pen G, PIP, CET, CEF 
Anmerkung:               Mix (AMP, AMX, OXA, CLX, Pen G) mit                   
                                     β(je Antibiotikum) = 10 mg·L⁻¹ ≙                           
          ∑β(Substrat) = 50 mg·L⁻¹                                                
 
3.4.2.3 Variation der Antibiotika-Konzentration 
 
Die Versuche mit unterschiedlichen AMP-Ausgangskonzentrationen bedingten Anpassungen 
bei der Versuchsdurchführung hinsichtlich Volumina und Konzentrationen der verwendeten 
Lösungen. Die Zusammensetzung der Proben, die Konzentration der eingesetzten Reagenzien 
und die daraus resultierenden AMP-Konzentrationen sind in Tab. 6 zusammengefasst.  
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Tab. 6: Anpassungen der Versuchsdurchführung bei der Variation der AMP-Konzentration beim Ein-
satz von TEM-1-haltigen Kulturüberstand 
 Lösung Anfangskonzentration AMP im Reaktionsansatz 






Volumen ÜS   1000 µL     1000 µL     5000 µL    5000 µL 
AMP-Stammlösung 
 
    500 mg·L⁻¹ 
    200 µL 
        50 mg·L⁻¹ 
      200 µL 
          5 mg·L⁻¹ 
    1000 µL 
      0,5 mg·L⁻¹ 
   1000 µL 
Reaktionsansatz   1200 µL     1200 µL     6000 µL    6000 µL 
Probenvolumen       10 µL         50 µL       480 µL      480 µL 
Sulbactam-Lösung     890 µL 
      10 mg·L⁻¹ 
      400 µL 
        10 mg·L⁻¹ 
        10 µL 
      100 mg·L⁻¹ 
       10 µL 
     100 mg·L⁻¹ 
ISTD-Lösung     100 µL 
        1 mg·L⁻¹ 
        50 µL 
         1 mg·L⁻¹ 
        10 µL 
          5 mg·L⁻¹ 
       10 µL 
         5 mg·L⁻¹ 
Gesamtvolumen   1000 µL       500 µL       500 µL      500 µL 
β₀(AMP) im HPLC-Vial     830 µg·L⁻¹       830 µg·L⁻¹       800 µg·L⁻¹        80 µg·L⁻¹ 
 
Einerseits wurden die Volumina der entnommenen Proben, der Inhibitorlösung und des ISTD 
in Abhängigkeit von der Ausgangskonzentration so gewählt, dass die resultierende AMP-Kon-
zentration im HPLC-Vial möglichst im oberen Kalibrierbereich lag, sodass auch bei der zu 
erwartenden Konzentrationsabnahme im Zuge der enzymatischen Hydrolyse die AMP-Kon-
zentration zuverlässig quantifiziert werden konnte. Proben aus Ansätzen mit einer niedrigen 
Ausgangskonzentration wurden möglichst wenig durch den Zusatz weiterer Reagenzien ver-
dünnt. Andererseits ergaben sich daraus notwendige Veränderungen bezüglich der eingesetz-
ten Konzentrationen von Inhibitor und ISTD. Um sicherzustellen, dass auch beim Zusatz 
geringerer Mengen an Inhibitorlösung ausreichend Sulbactam in der Probe vorhanden ist, 
wurde eine 100 mg·L⁻¹-Lösung statt der herkömmlichen 10 mg·L⁻¹-Lösung eingesetzt. Die 
ISTD-Konzentration muss in allen HPLC-Vials identisch sein. Daher wurden in Abhängigkeit 
von dem letztlich resultierenden Probenvolumen von 1000 µL bzw. 500 µL unterschiedliche 
Volumina einer 1 mg·L⁻¹ bzw. 5 mg·L⁻¹-Lösung von AMP-D₅ als ISTD zugesetzt. 
 
3.4.2.4 Untersuchungen mit TEM-8-haltigen Kulturüberständen 
 
Bei der Untersuchung von TEM-8-haltigen Kulturüberständen erfolgte die Kultivierung der 
Zellen in MES-gepuffertem W0-CSM-Medium (pH 5,7), da die pH-Wert-Stabilisierung zwin-
gend ür den Erhalt der enzymatischen Aktivität erforderlich war. Der pH-Wert des Kultur-
überstandes lag somit bereits im Aktivitätsbereich des Enzyms, sodass auf den Pufferzusatz 
bei den Antibiotika-Stammlösungen verzichtet und in diesem Zusammenhang das Verhältnis 
von enzymhaltigen Kulturüberstand und Antibiotika-Stammlösung im Reaktionsansatz ver-
ändert werden konnte. Als Reaktionsansatz wurden 490 µL Kulturüberstand mit 10 µL einer 
5 mM Antibiotika-Lösung versetzt, sodass die Ausgangskonzentration der β-Lactam-Anti-
biotika 100 µM betrug. Neben AMP wurde als weitere Modellsubstanz CEF gewählt. Der 
prinzipielle Versuchsablauf blieb unverändert. In regelmäßigen Abständen wurden 10 µL Probe 
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Sulbactam-Lösung (10 mg·L¯¹) gegeben und die Proben, sofern verügbar, mit einem 
geeigneten internen Standard versetzt. Von dieser Vorschri abweichende Versuchs-
bedingungen wurden bei der Darstellung der Ergebnisse kenntlich gemacht.  
 
3.4.3 Einsatz von gereinigter TEM-1 β-Lactamase 
3.4.3.1 Proteinbestimmung  
 
Die antifizierung des Proteingehaltes der gereinigten TEM-1-His-Aliquote erfolgte nach 
der Methode von W und G[238]. Dazu wurden 960 µL physiologische NaCl-
Lösung (0,9 %ig) mit 40 µL TEM-1-His-Lösung versetzt und die Extinktion der resultierende 
Lösung in einer Küvee mit 1 cm Schichtdicke bei 235 nm und 280 nm bestimmt. Der 
Proteingehalt wurde anschließend nach Gleichung 1 berechnet und betrug 2,25 mg·mL¯¹. 
 
𝑐𝑐(𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃𝑃) 𝑃𝑃𝑃𝑃 𝑚𝑚𝑚𝑚 · 𝑚𝑚𝑚𝑚¯¹ = 𝐴𝐴280 − 𝐴𝐴235 
2,51
       (Gl. 1) 
 
3.4.3.2 Allgemeine Vorgehensweise und Standardversuchsbedingungen 
 
Zur Reinigung einer β-Lactamase wurde der Stamm MFα-TEM-1-His kultiviert und die β-Lacta-
masen wie unter 3.3.1 beschrieben isoliert. Im Folgenden wird der Versuchsablauf, ausgehend 
von den Standardbedingungen, am Beispiel der Modellsubstanz AMP beschrieben. Die 
wesentlichen Arbeitsschritte werden in Abb. 26 visualisiert. Zunächst wurde ein Aliquot der 
gereinigten TEM-1-His-Lösung aufgetaut und im Verhältnis 1:9 (v/v) mit 0,1 M KP (pH 7,4) 
verdünnt. Anschließend wurden 480 µL des 0,1 M KP (pH 7,4) in ein HPLC-Vial, dass als 
Reaktionsgefäß diente, vorgelegt und mit 10 µL der verdünnten Enzymlösung versetzt. 
 
 
Abb. 26: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs zur Untersuchung der Umsetzung von 
β-Lactam-Antibiotika unter Verwendung von gereinigter MFα-TEM-1-His 
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Der Versuch startete durch Zugabe von 10 µL einer 5 mM AMP-Lösung, sodass die 
Ausgangskonzentration im Reaktionsansatz 100 µM betrug. Dieser Reaktionsansatz wurde kurz 
durch Schwenken des Vials gemischt, um eine homogene Ausgangslösung zu erhalten. 
Unmittelbar im Anschluss (t₀) wurde die erste Probe zur Bestimmung der Ausgangskonzentration 
entnommen. Dazu wurden 10 µL des gut gemischten Ansatzes in ein weiteres HPLC-Vial 
gegeben, in dem zuvor 990 µL einer 10 mg·L⁻¹ Sulbactam-Lösung vorgelegt wurden. Für eine 
möglichst genaue Bestimmung der AMP-Startkonzentration ist hierbei eine zügige Arbeitsweise 
unabdingbar. Sulbactam wirkt als Inhibitor und stoppt die enzymatische Reaktion zuverlässig ab. 
Zudem wurde in diesem Schritt die AMP-Ausgangskonzentration von 100 µM im Reaktions-
ansatz auf 1 µM verdünnt, um in den linearen Messbereich des LC-MS/MS-Systems zu gelangen. 
Die einzelnen Versuchsreihen wurden auf diese Weise nacheinander angesetzt, wobei in der 
Regel alle Reihen als Triplikate durchgeührt wurden, d. h. es wurden drei separate Reak-
tionsansätze nach der gleichen Vorschri vorbereitet. Die Kontrollproben wurden analog 
bearbeitet, wobei allerdings 490 µL Puffer, sta 480 µL, verwendet wurden, da bei diesen auf 
den Enzymzusatz verzichtet wurde. Vor der Messung wurden die Proben mit 10 µL einer 
100 mg·L⁻¹-ISTD-Lösung versetzt. Die resultierenden Konzentrationsverhältnisse sind in 
Tab. 7 zusammengefasst.  
 
Tab. 7: Übersicht zu den resultierenden Konzentrationsverhältnissen und eingesetzten Volumina bei 
der Verwendung von gereinigter TEM-1-His zur Antibiotika-Umsetzung und in Kontrollver-
suchen 



















Puffer, 0,1 M KP, pH 7,4                 480 µL            490 µL 
TEM-1-His , gereinigtes Enzym, 
Verdünnung 1:9 (v/v) 
10 µL Kein Enzymzusatz 
Spurenstofflösung, z. B. AMP , 
c = 5 mM 10 µL 10 µL 
Reaktionsansatz: 
c₀(AMP) = 100 µM 
                V = 500 µL 
β(TEM-1-His) = 4,5 mg·L⁻¹
 
   V = 500 µL 
 
  
Probenahme nach definierten 
Reaktionszeiten: 0, 0,5, 1, 2, 4, 6, 24 h 10 µL 10 µL 
Sulbactam-Lösung  
β = 10 mg·L⁻¹  
                990 µL            990 µL 
Probe für HPLC-MS/MS-Messung 
 
 
ggf. Zugabe ISTD 10 µL, 10 mg·L⁻¹ 
c₀(AMP) = 1 µM 
 
c(ISTD) = 100 µg·L⁻¹ 
c₀(AMP) = 1 µM 
 
c(ISTD) = 100 µg·L⁻¹ 
t2 t1 t0 
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Nach der Etablierung dieser Versuchsvorschri und dem erfolgreichen Nachweis der AMP-
Umsetzung wurden zahlreiche Parameter variiert (Tab. 8), um deren Einfluss auf die enzyma-
tische Reaktion systematisch zu untersuchen. Dies erforderte, je nach Parameter, verschie-
denste Anpassungen bei der experimentellen Verfahrensweise, die nachfolgend kurz erläutert 
werden.  
 
Tab. 8: Zusammenfassung der Standardbedingungen für einzelne Parameter beim Einsatz von 
TEM-1-His und Angabe des untersuchten Variationsbereiches 
Parameter Standardbedingung Variationsbereich 
Enzym TEM-1-His  
Enzymkonzentration 
(Verdünnungsfaktor und β) 1:500 verdünnt ≙ 4,5 mg·L⁻¹ 
22,5 mg·L⁻¹ (1:100), 2,25 mg·L⁻¹ 1:1000), 
0,45 mg·L⁻¹ (1:5000), 0,23 mg·L⁻¹ (1:10.000) 
Pufferart KP MES, MOPS, HEPES (jeweils 50 mM) 
Pufferkonzentration 0,1 M 0,001 M, 0,01 M, 1 M (KP) 
pH-Wert pH 7,4 pH 4,0, pH 5,0, pH 6,0, pH 7,0, pH 8,0, pH 9,0  
Temperatur 20 ± 2 °C (RT) 4 °C, 30 °C 
β-Lactam-Antibiotikum  AMP AMX, Pen G, PIP, OXA, CLX, CEF, CET, CEP, CFP, CFU, CZD 
β-Lactam-Antibiotika-
Konzentration  100 µM 10 µM, 1 µM, 0,1 µM, 1 nM 
Matrix (Puffer, Realwässer) KP Kläranlagenzu- und -ablauf aus Dresden-Kaditz 
Expositionszeit tₑₓ TEM-1-His 
in Matrix vor Versuchsbeginn tₑₓ = 0 h tₑₓ = 1 h, 2 h, 4 h, 24 h 
 
Grundsätzlich wurde stets nur ein Parameter variiert und alle weiteren potentiellen Einfluss-
faktoren konstant gehalten, um gezielt den Einfluss dieses ausgewählten Parameters 
analysieren zu können. Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Versuchsreihen als Drei-
fachbestimmung durchgeührt und die Standardabweichung der Triplikate als Fehlerbalken 
in die Diagramme eingezeichnet. 
 
3.4.3.3 Variation der Enzymkonzentration 
 
Der Reaktionsansatz bestand bei allen Versuchsreihen zur Variation der Enzymkonzentration 
aus 50 µL TEM-1-Lösung, die mit 400 µL 0,1 M KP (pH 7,4) und 50 µL einer 1 mM AMP-
Lösung versetzt wurden. Um unterschiedliche Enzymkonzentrationen zu testen, wurden 
daher zunächst verschiedene Zwischenverdünnungen entsprechend dem Schema in Abb. 27 
hergestellt. Die auf diese Weise erhaltenen Lösungen I bis V wurden anschließend zur 
Umsetzung von AMP eingesetzt. Weitere Anpassungen bei der Versuchsdurchührung waren 
nicht erforderlich. 
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Abb. 27: Schema zur Herstellung der verdünnten TEM-1-His-Lösungen I bis V zur Variation der Enzym-
konzentration im Reaktionsansatz  
 
3.4.3.4 Einfluss der Art des Puffers 
 
Neben dem standardmäßig verwendeten 0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) wurde eine 
Reihe organischer Puffer, darunter 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethansulfon-
säure (HEPES), 2-(N-Morpholino)-ethansulfonsäure (MES), 3-(N-Morpholino)-propansulfon-
säure (MOPS) untersucht (Tab. 9). Für diese Versuchsreihe wurde eine Pufferkonzentration 
von 50 mM gewählt, die sich damit an der Konzentration von mit MES-gepuffertem 
CSM-Nährmedium (3.2.2) orientierte. Der pH-Wert der HEPES- und MOPS-Pufferlösung 
wurde mit 2 M NaOH bzw. 0,1 M HCl auf pH 7,5 eingestellt und lag somit nah am pH-Wert 
der KP-Lösung von pH 7,4. Da die optimale Pufferkapazität von MES im Bereich von 
niedrigeren pH-Werten liegt, wurde ür diesen Puffer pH 6,3 mit 2 M NaOH eingestellt.  
 
Tab. 9: Übersicht der verwendeten Puffersubstanzen 





   
 
pKS = 7,1      pKS = 7,55[241]     pKS = 6,16[242]     pKS = 7,28[243] 
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3.4.3.5 Pufferkonzentration und Leitfähigkeit 
 
Für die Untersuchung des Einflusses der Pufferkonzentration auf den Verlauf der enzymati-
schen β-Lactam-Antibiotika-Umsetzung wurden die in Tab. 10 angegebenen KP-Lösungen 
mit einer Konzentration von 0,001 M bis 1 M verwendet. Die Leitähigkeit dieser Lösungen 
lag in Abhängigkeit von der Konzentration zwischen 200 µS·cm⁻¹ und 15 mS·cm⁻¹. Diese 
Werte liegen im Bereich realer Werte ür die Leitähigkeit von Trink- bzw. Abwasserpro-
ben[244] und stellen somit praxisrelevante Werte ür einen späteren technischen Einsatz dar.  
 
Tab. 10: Leitfähigkeit und Ionenstärke in Abhängigkeit von der KPi-Konzentration 
Konzentration KP  Leitfähigkeit 
     1 M   101,2 mS·cm⁻¹  
   0,1 M 15,2 mS·cm⁻¹  
0,01 M 1875  µS·cm⁻¹  
0,001 M 209,5  µS·cm⁻¹  
 
3.4.3.6 Variation des pH-Wertes 
 
Für die Untersuchung der pH-Abhängigkeit der enzymatischen Reaktion wurden der Bereich 
von pH 4,0 bis pH 9,0 im Abstand von einer pH-Einheit sowie einschließlich des standard-
mäßig eingesetzte pH-Wert 7,4 getestet. Durch Variation der Volumenanteile der Einzel-
komponenten K₂HPO₄ und KH₂PO₄ wurde der pH-Wert des Kaliumphosphatpuffers gezielt 
variiert. Dadurch konnten die Lösungen mit den pH-Werten 6,0 bis 8,0, entsprechend der in 
Tab. 11 aufgeührten Zusammensetzung, hergestellt werden. Für niedrigere pH-Werte wurde 
0,1 M KH₂PO₄-Lösung mit wenigen Tropfen Phosphorsäure versetzt. Höhere pH-Werte wur-
den durch den Zusatz weniger Tropfen verdünnter Natronlauge eingestellt. Alle Puffer-
lösungen wurden bis zum Versuchstag bei 4 ℃ gelagert und der pH-Wert vor Versuchsbeginn 
erneut überprü. 
 
Tab. 11: Herstellung von Kaliumphosphat-Pufferlösungen mit pH 4,0 bis pH 9,0 zur Untersuchung der 
pH-Abhängigkeit der enzymatischen AMP-Umsetzung durch TEM-1-His  
pH-Wert Volumen der 1 M 
K₂HPO₄-Lösung in mL 
Volumen der 1 M 
KH₂PO₄-Lösung in mL 
Weitere Bestandteile 
4,0 -                   10,0 wenige Tropfen H₃PO₄  
5,0 -                   10,0 wenige Tropfen H₃PO₄ 
6,0 1,3 8,7 - 
7,0 6,2 3,8 - 
7,4 8,0 2,0 - 
8,0 9,4 0,6 - 
9,0                      10,0 - wenige Tropfen verd. NaOH 
Anm.:  Zur Herstellung von 0,1 M Pufferlösungen wurden die angegebene Volumina gemischt, mit 
entionisiertem Wasser auf 100 mL aufgefüllt und gegebenenfalls mit wenigen Tropfen H₃PO₄ 
oder NaOH der pH-Wert korrigiert 
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3.4.3.7 Einfluss der Temperatur 
 
Zur Untersuchung des Temperatureinflusses wurden Versuchsreihen im ermoschrank bei 
30 ℃, in einer Kühlzelle bei 4 ℃ und im Labor bei Raumtemperatur (20 ± 2 ℃) simultan durch-
geührt. Vor Versuchsbeginn wurden die Reaktionsgeäße inklusive Pufferlösung temperiert. 
Die Enzymlösung und AMP-Stammlösung wiesen bei Versuchsbeginn Raumtemperatur auf, 
was aber aufgrund der geringen Volumina von jeweils 10 µL im Hinblick auf das Gesamt-
volumen des Ansatzes von 500 µL zu vernachlässigen war.  
 
3.4.3.8 Variation des eingesetzten β-Lactam-Antibiotikums (Substrat) 
 
Bei der Variation des eingesetzten β-Lactam-Antibiotikums waren keine wesentlichen 
Änderungen in der Versuchsdurchührung zu beachten. Allerdings stand nicht ür alle 
Substanzen ein geeigneter interner Standard zur Verügung, sodass ür die antifizierung 
von Pen G, PIP, OXA, CLX und CET eine externe Kalibrierung verwendet wurde.  
 
3.4.3.9 Variation der AMP-Konzentration 
 
Die Variation der AMP-Ausgangskonzentration erforderte Anpassungen bei der Versuchs-
durchführung. Die Zusammensetzung der Proben, die Konzentration der eingesetzten 
Lösungen und die daraus resultierenden Konzentrationen für AMP sind Tab. 12 zu entnehmen.  
 
Tab. 12: Anpassungen der Versuchsdurchführung bei der Variation der AMP-Konzentration beim 
Einsatz von TEM-1-His 
 
Die Volumina der entnommenen Proben, der Inhibitorlösung und des ISTD wurden in 
Abhängigkeit von der Ausgangskonzentration so gewählt, dass die resultierende AMP-Kon-
zentration im HPLC-Vial möglichst im oberen Kalibrierbereich lag, sodass auch eine 
Konzentrationsabnahme mit der Reaktionszeit zuverlässig detektiert werden konnte. Dazu 
 Lösungen Anfangskonzentration c₀(AMP) im Reaktionsansatz 
   100 µM    10 µM       1 µM    0,1 µM       1 nM 
 c(AMP-SL)  5 mM  500 µM  50 µM  5 µM  50 nM 
V(AMP-SL)  10 µL  20 µL  20 µL  20 µL  20 µL 
V(KP)  480 µL  960 µL  960 µL  960 µL  960 µL 
V(TEM-1-Lösung)  10 µL  20 µL  20 µL  20 µL  20 µL 
V(Reaktionsansatz)  500 µL 1000 µL 1000 µL 1000 µL 1000 µL 
Probenvolumen  10 µL  50 µL  80 µL  80 µL  50 µL 
Sulbactam-Lösung  890 µL 
 10 mg·L⁻¹ 
 850 µL 
 10 mg·L⁻¹ 
 10 µL 
 100 mg·L⁻¹ 
 10 µL 
 100 mg·L⁻¹ 
 450 µL 
 100 mg·L⁻¹ 
ISTD-Lösung  100 µL 
 1 mg·L⁻¹ 
 100 µL 
 1 mg·L⁻¹ 
 10 µL 
 1 mg·L⁻¹ 
 10 µL 
 1 mg·L⁻¹ 
 10 µL 
 1 µg·L⁻¹ 
Probe im HPLC-Vial 1000 µL 1000 µL  100 µL  100 µL  500 µL 
c₀(AMP) im HPLC-Vial  1 µM    0,5 µM    0,8 µM  0,08 µM    0,1 nM 
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wurden Proben aus Ansätzen mit einer niedrigen Ausgangskonzentration möglichst wenig 
durch den Zusatz weiterer Reagenzien verdünnt. Um sicherzustellen, dass auch beim Zusatz 
geringerer Mengen an Inhibitorlösung ausreichend Sulbactam in der Probe vorhanden ist, 
wurde dessen Konzentration von 10 mg·L⁻¹auf 100 mg·L⁻¹ erhöht. Die ISTD-Konzentration 
muss zudem in allen HPLC-Vials identisch sein. Daher wurden in Abhängigkeit vom letztlich 
resultierenden Probenvolumen von 1000 bzw. 100 µL unterschiedliche Volumina einer 
1 mg·L⁻¹-Lösung von AMP-D₅ als ISTD zugesetzt. 
 
3.4.3.10 Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante Km bei der AMP-
Umsetzung mittels TEM-1-His 
 
Für die Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante Kₘ wurde die AMP-Ausgangskon-
zentration im Reaktionsansatz im Bereich von 10 µM bis 1000 µM variiert. Die daraus resul-
tierenden Anpassungen der Versuchsdurchührung hinsichtlich Zusammensetzung und 
Konzentration der eingesetzten Lösungen sind in Tab. 13 dargestellt. 
 
Tab. 13: Anpassung der Versuchsdurchführung zur Bestimmung der Michaelis-Menten-
Konstante Km  
 Lösungen                             Anfangskonzentration c₀(AMP) im Reaktionsansatz 
           10 µM   25 µM    50 µM  100 µM    300 µM    500 µM    750 µM  1000 µM 
 c(AMP-SL)                                  500 µM   500 µM    500 µM    500 µM    5000 µM    5000 µM    5000 µM    5000 µM 
V(AMP)                      10 µL    25 µL      50 µL           100 µL         30 µL         50 µL        75 µL       100 µL 
V(KP)           480 µL    465 µL    440 µL    390 µL       460 µL        440 µL       415 µL        390 µL 
V(TEM-1)                      10 µL        10 µL      10 µL      10 µL         10 µL        10 µL         10 µL        10 µL 
V(Reaktionsansatz) < - - - - - - - -       500 µL     - - - - - - - - > 
Probenvolumen                 50 µL             50 µL     10 µL       10 µL          10 µL       10 µL         10 µL         10 µL 
Sulbactam-Lösung 
β = 10 mg·L⁻¹  
         50 µL    850 µL   890 µL    890 µL        890 µL       890 µL       890 µL       890 µL 
ISTD-Lösung       
β = 1 mg·L⁻¹ 
         100 µL    100 µL   100 µL     100 µL       100 µL         100 µL       100 µL    100 µL 
c₀(AMP) im HPLC-Vial 
V = 1000 µL 
0,5 µM   1,25 µM    0,5 µM     1,0 µM        3,0 µM       5,0 µM        7,5 µM     10,0 µM 
 
Alle Versuchsreihen wurden als Doppelbestimmung durchgeührt. Anschließend wurde der 
Verlauf der AMP-Konzentration gegen die Reaktionszeit aufgetragen und durch lineare 
Extrapolation die Anfangsgeschwindigkeit der Reaktion v₀ bei der jeweiligen Substratkon-
zentration ermielt. Zur Bestimmung der Michaelis-Menten-Konstante K wurden die 
ermielten initialen Reaktionsgeschwindigkeiten v₀ gegen die jeweiligen Substratkonzentra-
tionen c(AMP) aufgetragen. Mit der Datenanalyse- und Darstellungssoware Origin erfolgt 
die nichtineare Regression unter Verwendung des Levenberg-Marquardt-Iterations-








  Material und Methoden 
59 
3.4.3.11 Aktivität und Stabilität der TEM-1-His in Realwässern 
 
Der verwendete Kläranlagenzu- und -ablauf stammt aus der Kläranlage Dresden-Kaditz. Es 
handelt sich um 24 h-Mischproben, die am 09.03.2017 morgens entnommen und gekühlt zum 
IWC transportiert wurden. Die Proben wurden zunächst mit einem 0,2 µm Filter aus regenerier-
ter Cellulose filtriert, da die anschließenden Analysemethoden zur Antibiotikaquantifizierung 
partikelfreie Lösungen erfordern. Um die Vergleichbarkeit mit bisherigen Versuchsreihen zu 
gewährleisten, wurde die standardisiert eingesetzte TEM-1-His-Konzentration (4,5 mg·L¯¹) 
beibehalten. Die zur Verfügung stehende Enzymmenge begrenzte das Volumen der einzelnen 
Ansätze auf 5 mL für jede Matrix. Die Filtration der Wasserproben war somit vor dem Versuch 
erforderlich, da das Volumen der entnommenen Verlaufsproben (1 mL) für eine anschließende 
Filtration mit Spritzenvorsatzfiltern nicht ausreichen würde. Der pH-Wert betrug im Zulauf 8,0 
und im Ablauf 6,9. Von jeder Probe wurde ein Aliquot von 50 mL entnommen und durch den 
Zusatz von wenigen Tropfen konzentrierter H3PO4 bzw. NaOH auf den Standard-pH-Wert von 
7,4 eingestellt. Somit konnte sichergestellt werden, dass Unterschiede im Verlauf der AMP-
Umsetzung auf der Zusammensetzung des Realwassers beruhen und nicht auf pH-Unterschiede 
zurückzuführen sind. Die Filtrate wurden unmittelbar für die Versuchsreihen zur AMP-Umset-
zung mit TEM-1-His herangezogen. Auf eine Lagerung der Realwässer im Vorfeld der 
Versuche, wurde bewusst verzichtet, um eventuelle Veränderungen der Wasserprobe zu 




Abb. 28: Übersicht der durchgeführten Versuchsreihen zur Untersuchung der enzymatischen AMP-Um-
setzung in den Realwässern Kläranlagenzu- und -ablauf, 0,1 M KPi sowie Untersuchung der 
Stabilität der TEM-1-His in den jeweiligen Matrices in Abhängigkeit von verschiedenen Expo-
sitionszeiten 
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In Abb. 28 ist eine schematische Übersicht der durchgeührten Versuchsreihen, Probenahme-
zeiten und Matrices dargestellt. Grundsätzlich wurde der Versuch entsprechend der 
Vorschri in Abb. 26 durchgeührt, mit der Anpassung, dass sta KP die jeweilige Wasser-
probe zur Herstellung der Reaktionsansätze verwendet wurde. Aus diesen Ansätzen wurden 
nach definierten Reaktionszeiten Proben entnommen. Neben der Untersuchung der AMP-
Umsetzung in verschiedenen Matrices wurden die Realwässer verwendet, um die Stabilität 
der TEM-1-His in Abhängigkeit von der Expositionsdauer in diesen Matrices zu eruieren. 
Dazu wurden von jeder der ünf vorliegenden Proben (Zu- und Ablauf, jeweils mit dem 
original vorliegenden pH-Wert und pH 7,4 sowie KP) 7,840 mL entnommen und mit 160 µL 
Enzymlösung versetzt. Letztere wurden zuvor mit 0,1 M KP pH 7,4 im Verhältnis 1:9 (v/v) 
verdünnt. Von dieser Matrix-Enzymlösung wurden nach definierten Zeiten 490 µL-Aliquote 
ür die Untersuchung der AMP-Eliminierung herangezogen. Die Versuche wurden unmiel-
bar nach Zugabe der TEM-1-His in die jeweilige Matrix sowie nach 1 h, 2 h, 4 h und 24 h 
Expositionsdauer durch Zugabe von AMP gestartet (Abb. 28). Somit konnte der Effekt der 
Matrix auf die Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion untersucht werden. Zudem 
wurden Kontrollproben ohne Enzymzusatz angesetzt, um die Stabilität von AMP in den Real-
wässern überprüfen zu können. Sämtliche Reihen wurden stets als Triplikat durchgeührt. 
 
3.4.3.12 Bestimmung der spezifischen Enzymaktivität 
 
Die Enzymaktivität wird in Unit (U) angegeben und ist definiert als die Enzymmenge, die 
unter standardisierten Bedingungen 1 µmol Substrat (β-Lactam-Antibiotikum) pro Minute 
umsetzt[185]. Ausgangspunkt ür die Ermilung der spezifischen Enzymaktivität, in Abhäng-
igkeit von verschiedenen Versuchsparametern, stellte der zeitliche Verlauf der Antibiotika-
Konzentration im Reaktionsansatz dar. Aus diesen Werten wurde die absolut umgesetzte 
Stoffmenge in µmol·min⁻¹, also die Enzymaktivität in U, ermielt. Dazu wurde die 
Antibiotika-Konzentration zu Beginn der Untersuchungen zum Zeitpunkt t₀ und nach 
30 min (t₃₀) bzw. 120 min (t₁₂₀) herangezogen. Letztere Variante wurde verwendet, wenn die 
enzymatische Umsetzung vergleichsweise langsam verlief und nach 30 min noch keine 
Abnahme der Antibiotika-Konzentration festzustellen war, wie bei den Experimenten mit 
CEF (4.3.2.5) und im Rahmen der Stabilitätsuntersuchungen der TEM-1-His in Realwässern 
bei der Verwendung von Kläranlagenzu- und –ablauf (4.3.2.8). 
Zur Bestimmung der spezifischen Enzymaktivität wurden die berechneten AMP-Umsatz-
mengen in µmol·min⁻¹ auf die vorliegende Proteinmasse bezogen. Diese ist mit der Enzym-
masse gleichzusetzen, da nach Angaben des IfG von reinen Enzymen auszugehen ist. Die 
eingesetzte Enzymmasse war in allen Ansätzen, mit Ausnahme der unter 4.1.4.1 beschrieben-
en Versuche zur Variation der Enzymkonzentration, identisch. Aus der standardisiert einge-
setzten Enzymkonzentration von 4,5 mg·L⁻¹ (nach W und G[238]) und dem 
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Volumen des Reaktionsansatzes von 500 µL resultiert die Enzymmasse von 2,25 µg 
TEM-1-His je Ansatz. Gleichung 2 fasst die durchgeührten Schrie zur Bestimmung der 
spezifischen Enzymaktivität in U·mg⁻¹ zusammen. 
 
𝑠𝑠𝑠𝑠𝑃𝑃𝑠𝑠𝑃𝑃𝑓𝑓𝑃𝑃𝑠𝑠𝑐𝑐ℎ𝑃𝑃 𝐸𝐸𝑃𝑃𝑠𝑠𝐸𝐸𝑚𝑚𝐸𝐸𝐸𝐸𝑃𝑃𝑃𝑃𝐸𝐸𝑃𝑃𝑃𝑃ä𝑃𝑃 =
𝑃𝑃𝑡𝑡₁(AMP) − 𝑃𝑃𝑡𝑡₂ (AMP)
𝑃𝑃₂ · 𝑚𝑚(TEM– 1)
 
  
  mit:     n  - Stoffmenge AMP in µmol 
                t   - Reaktionszeit in min 




Trotz identischer Vorgehensweise variierten die Umsatzgeschwindigkeiten zwischen Stan-
dardexperimenten verschiedener Versuchstage. Daher wurden die ermielten spezifischen 
Enzymaktivitäten auf den jeweiligen, parallel durchgeührten Standardversuch normiert, 
indem diesem der Wert 1 U·mg¯¹ zugewiesen wurde, um den Einfluss einzelner Parameter 
auf die enzymatische Aktivität beurteilen zu können. 
 
3.4.4 Einsatz von zellfreien Rohextrakten 
3.4.4.1 Allgemeine Versuchsbedingungen 
 
Die durch einen Zellaufschluss gewonnenen zellfreien Rohextrakte wurden analog zu den 
TEM-8-haltigen Kulturüberständen (3.4.2.4) und der gereinigten TEM-1-His (3.4.3.2) einge-
setzt. Aufgrund der geringen Gesamtvolumina mussten, um dennoch eine statistische 
Absicherung der Ergebnisse durch Mehrfachbestimmungen zu ermöglichen, die eingesetzten 
Volumina jedoch reduziert werden. Sta 490 µL wurden minimal 180 µL Rohextrakt mit 20 µL 
einer 1 mM Antibiotika-Lösung versetzt, sodass die Ausgangskonzentration von 100 µM 
beibehalten wurde. Da die Rohextrakte, gerade bei der Kultivierung von TEM-1-produzie-
renden Zellen in MES-gepuffertem W0-CSM-Nährmedium, eine sehr hohe Enzymaktivität 
aufwiesen, wurden diese zum Teil mit MES-Puffer verdünnt, um die Antibiotika-Umsetzung 
zeitlich besser aufgelöst verfolgen zu können. 
 
3.4.4.2 Untersuchungen zur Esterase Ere-A 
 
Im Unterschied zu den Versuchen mit β-Lactamasen wurde die enzymatische Reaktion der 
Esterase Ere-A, mangels eines geeigneten spezifischen Inhibitors, durch den Zusatz des 
organischen Lösungsmiels Methanol abgestoppt. Nach definierten Reaktionszeiten wurden 
Proben zu je 10 µL entnommen und zunächst in 200 µL kaltes Methanol gegeben. In Gegen-
wart von reinem organischem Lösungsmiel sollte eine irreversible Denaturierung des 
Enzyms erfolgen. Für die anschließende antifizierung miels LC-MS/MS mit Reversed-
Phase-Chromatographie ist jedoch eine wässrige Probenmatrix notwendig, um ausreichend 
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starke Wechselwirkungen zwischen Trennsäule und Analyten zu gewährleisten. Daher 
wurden den Proben, nach einer mindestens 10-minütigen Inhibierungsphase, 790 µL Wasser 
und falls verügbar anschließend 10 µL interner Standard zugesetzt. 
Bei der Untersuchung des umsetzbaren Substratspektrums musste aufgrund der unterschied-
lichen Konzentrationen der Makrolid-Antibiotika-Stammlösungen von dieser Verfahrens-
weise abgewichen werden. Die Tab. 14 fasst die eingesetzten Volumina und die daraus resul-
tierenden Konzentrationen zusammen. 
 
Tab. 14: Untersuchung des Substratspektrums von Ere-A: Übersicht zu den eingesetzten Volumina und 
resultierenden Konzentrationsverhältnissen für die verwendeten Makrolid-Antibiotika 
Lösungen AZI  ERY  ERY CLA ROX Anhydro-
ERY  
Stammlösung (SL) 1 mM 1 mM 1 g·L¯¹ 1 g·L¯¹ 1 g·L¯¹   84 mg·L¯¹ 
M in g·mol¯¹ 748,98 733,93 733,93 747,95 837,05 715,91 
Lösungsmittel H₂O/MeOH         
(1:1 v/v) 
H₂O H₂O/MeO
H   (1:1 v/v) 
H₂O/MeO
H (1:1 v/v) 
H₂O/MeO
H (1:1 v/v) 
H₂O/MeO
H (1:1 v/v) 
Reaktionsansatz:       
V(SL) in µL  20  20  14,7  14,9  16,8  20 
V(MES, 50 mM) in µL  -    -  5,3  5,1  3,2    - 
V(Rohextrakt) in µL  180  180  160  160  160  180 
Gesamtvolumen in µL    200    200 
c in µM     100    11,7 
V(Probe) in µL              10  20 
V(MeOH) in µL             200  100 
V(H₂O) in µL            790  380 
c in µM im HPLC-Vial             1  0,05 
  
3.5 LC-MS/MS-Analytik 
3.5.1 Probenvorbereitung und Herstellung von Kalibrierstandards 
 
Allen Proben wurde, sofern verfügbar, ein interner Standard zugesetzt. Für die Quantifizierung 
am LC-MS/MS-3200 wurde dafür, wenn nicht anders angegeben, 1 mL Probe mit 10 µL einer 
10 mg·L⁻¹-Lösung des ISTD versetzt, sodass im Vial eine finale Konzentration von ca. 100 µg·L⁻¹ 
erreicht wurde. Bei der Vermessung am LC-MS/MS-6500+ Massenspektrometer konnten, auf-
grund der höheren Empfindlichkeit, 10 ng·L⁻¹ als finale ISTD-Konzentration verwendet werden. 
Sofern die Proben nicht sofort analysiert werden konnten, wurden diese im Tiefkühlschrank bei 
−20 °C aufbewahrt. Für den chromatographischen Trennschritt der LC-MS/MS-Analyse sind 
zwingend partikelfreie Lösungen erforderlich. Beim Einsatz von gereinigter TEM-1-His sowie 
enzymhaltigen Überständen, welche zuvor durch Zentrifugation von Zellbestandteilen getrennt 
wurden, war diese Bedingung erfüllt. Bei der Arbeit mit intrazellulär vorliegenden Enzymen 
(Esterase Ere-A), die durch einen Zellaufschluss freigesetzt wurden, wurden alle Proben zunächst 
5 min bei 10.000 rpm zentrifugiert und der Überstand in ein neues Vial überführt, um eventuell 
vorhandene Zelltrümmer sicher abzutrennen. Ein Filtrationsschritt mit Spritzenvorsatzfiltern war 
aufgrund der geringen Probenvolumina und damit einhergehenden Verluste nicht durchführbar.  
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Für die antifizierung der Antibiotika wurden messtäglich Kalibrierstandards hergestellt 
und analysiert. Zudem wurden im Verlauf der Probenserie zur alitätskontrolle alitäts-
standards im Abstand von 5 bis 10 Proben gemessen, um die Stabilität der Messung zu über-
wachen.  
Für die antifizierung der Antibiotika am LC-MS/MS-3200 wurde bei Einsatz von Ere-A, 
TEM-8 oder gereinigter TEM-1-His, eine Kalibrierung im Bereich von 0,01 µM bis 1,25 µM 
verwendet. Dazu wurden aus der 5 mM Stammlösung eine 2 µM Zwischenverdünnung herge-
stellt, aus welcher anschließend die Kalibrierstandards direkt im HPLC-Vial generiert werden 
konnten. Bei der Verwendung von verschiedenen Antibiotika innerhalb einer Versuchsreihe 
wurde in diesem Schri ein Antibiotika-Mix erzeugt, sodass die Kalibrierstandards alle 
Analyten enthielten. Abschließend wurden alle Kalibrierlösungen mit 10 µL einer 10 mg·L⁻¹ 
ISTD-Lösung versetzt. Bei den Versuchen mit TEM-1-haltigen Kulturüberstände (s. 4.1) 
wurde als Ausgangskonzentration 500 mg·L⁻¹ bzw. 50 mg·L⁻¹ gewählt. Die Kalibrierung um-
fasste hier den Bereich von 10 µg·L⁻¹ bis 1000 µg·L⁻¹. Für alle weiteren Versuche mit isolierter 
TEM-1-His, TEM-8 oder Ere-A wurde im Bereich von 0,01 µM bis 1,25 µM kalibriert. Eine 
Ausnahme bildeten die Versuchsreihen zur Variation der AMP-Konzentration, bei denen die 
Kalibrierstandards wesentlich niedrigere Konzentrationen bis 0,001 µM umfassten. Bei der 




3.5.2.1 Zusammensetzung der Eluenten 
 
Für die Herstellung der HPLC-Eluenten wurden die einzelnen Komponenten entsprechend 
der in Tab. 15 dargestellten Vorschri zusammengeügt. Alle verwendeten Lösungen besaßen 
LC-MS/MS-alität.  
 
Tab. 15: Zusammensetzung der Eluenten in Abhängigkeit von dem verwendeten LC-MS/MS-System 
   Eluent LC-MS/MS-3200 LC-MS/MS-6500+ 
Eluent-A 
95 % Wasser 
     5 % Methanol 
  +0,015 % Methansäure 
       Wasser 
+0,02 % Ethansäure 
Eluent-B 
   95 % Methanol 
 5 % Wasser 
  +0,015 % Methansäure 
             Acetonitril 
+0,02 % Ethanäure 
 
Am LC-MS/MS-3200 fließt während einer Messung permanent Eluent durch die Proben-
schleife (und Injektionsnadel), sodass diese Komponenten intensiv gespült werden, wodurch 
die Gefahr einer Verschleppung von Probenbestandteilen minimiert wird. Die Injektions-
nadel wurde zudem äußerlich nach jeder Probenaufgabe durch Eintauchen in ein mit 
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Methanol geülltes Vial von Probenrückständen gereinigt. Am LC-MS/MS-6500+ wurde zur 
Spülung der Probenaufgabekomponenten eine Spüllösung, bestehend aus Acetonitril mit 




Für die antifizierung der eingesetzten Pharmaka wurden verschiedene HPLC-Methoden 
entwickelt. Der Stoffumfang der jeweiligen Methoden ergab sich aus dem experimentellen 
Setup, sodass die Pharmaka, die in einem Versuch parallel verwendet wurden, auch in einer 
Multimethode zusammengefasst wurden. Somit wurden zum Nachweis und zur anti-
fizierung von Antibiotika eine Methode ür Penicilline, eine weitere vorrangig ür Cephalo-
sporine und eine ür Makrolid-Antibiotika entwickelt. Da CET im Gegensatz zu allen anderen 
untersuchten Pharmaka ausschließlich im negativen Ionisationsmodus mit ausreichend 
hoher Intensität detektiert werden konnte, war zudem eine separate Methode ür diese 
Substanz erforderlich. Des Weiteren erfolgte ür die Modellsubstanzen AMP, ERY und die 
Kombination AMP mit CEF, welche häufig als Einzelsubstanz in umfangreichen Probenserien 
verwendet wurde, der Einsatz einer separaten, wesentlich kürzeren Methode, um die hohe 
Probenanzahl ökonomisch messen zu können. Der Gradientenverlauf wurde gegenüber einer 
isokratischen Trennung auch bei Methoden mit nur einer Substanz bevorzugt, um sicherzu-
stellen, dass eventuelle Begleitsubstanzen vollständig von der Trennsäule eluiert werden. 
Dies war vor allem zu Beginn der Untersuchungen, beim Einsatz von Kulturüberständen, die 
neben den Mediumkomponenten auch Stoffwechselprodukte der Zellen enthielten sowie 
beim Einsatz von Zelllysaten zwingend erforderlich.  
Die antifizierungsmethoden wurden im Verlauf der Arbeiten sukzessive weiterentwickelt. 
Beispielsweise wurde die Trennsäule I (Kinetex 5 µm, 100 Å, 150 × 2,1 mm, Phenomenex) 
durch die 5 cm kürzere aber hinsichtlich Material sowie Partikel- und Porengröße identische 
Trennsäule II (Kinetex 5 µm, 100 Å, 100 × 2,1, Phenomenex) ersetzt. Letztere erlaubte einen 
höheren Fluss von 500 µL·min⁻¹ (sta 350 µL·min⁻¹). Sämtliche Proben mit TEM-1-haltigen 
Kulturüberstand wurden mit Trennsäule I analysiert. Für alle weiteren Versuche mit 
gereinigter TEM-1-His, TEM-8 und Ere-A wurde die Trennsäule II verwendet. In Tab. 16 sind 
die HPLC-Parameter zusammengefasst, die, unabhängig von dem verwendeten Gradienten, 
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Tab. 16: Allgemeine Parametereinstellungen der HPLC-Systeme und verwendete Säulen 
Parameter  LC-MS/MS-3200 LC-MS/MS-6500+ 
Vorsäule 
SecurityGuardTM ULTRA 
cartridges for EVO C18, 
Phenomenex 
SecurityGuardTM ULTRA 
cartridges for Luna Omega, 
Phenomenex 
Trennsäule 
I) Kinetex 5 µm EVO C18 100 Å, 
150 × 2,1 mm, Phenomenex 
 
II) Kinetex 5 µm EVO C18 100 Å, 
100 × 2,1 mm, Phenomenex 
Luna Omega 1,6 μm Polar C 18 
100 Å, 100 × 2,1 mm, 
Phenomenex 
Fluss   I) 350 µL·min⁻¹ II) 500 µL·min⁻¹          600 µL·min⁻¹ 
Injektionsvolumen                     50 µL 50 µL 
Autosampler-Temperatur               ca. 20 °C (RT) 15 °C 
Temperatur des Säulenofens                   27 °C 40 °C 
 
In die entwickelten Multimethoden wurden fortlaufend neue Pharmaka integriert. Die finalen 
HPLC-Methoden und massenspektrometrischen Parameter sind in Anhang A-3 aufgeührt. 
Während der Methodenentwicklung konnte nicht immer eine Ventilschaltung, die es erlaubt, 
nur ausgewählte Abschnie des Eluentenstromes in die ESI-elle zu leiten und die 
sonstigen Abschnie zu verwerfen, verwendet werden. Grundsätzlich ist die Integration 
einer solchen Ventilschaltung aber ür jede antifizierungsmethode zu empfehlen, um die 
sensiblen Analysengeräte zu schonen. Dies minimiert den Eintrag von kritischen 
Matrixbestandteilen, wie Salzen, die Rückstände in der Ionenquelle bilden und damit 
einhergehend die Empfindlichkeit reduzieren können. Um die Sensitivität zu erhöhen, 
wurden bei den Methoden I, V, VI a und VI b der scheduled-MRM-Modus verwendet. Dabei 
wird jeder Massenübergang nur während eines definierten Zeitfensters im Bereich der 
Retentionszeit des Analyten gemessen. 
 
3.5.3 Massenspektrometrische Parameter  
 
In Tab. 17 sind die Parametereinstellungen der ESI-Ionenquelle und Massenanalysator zu-
sammengefasst. Diese Werte wurden nicht ür jede Messmethode separat optimiert, sondern 
galten universell ür alle entwickelten antifizierungsmethoden. 
 
Tab. 17: Allgemeine Parametereinstellungen der ESI-Ionenquelle und des Detektors bei den LC-MS/MS-
Analysen im MRM-Modus zur Quantifizierung von Pharmaka 
Parameter                  MS-System: LC-MS/MS-3200   LC-MS/MS-6500+ 
Ionisationsmodus: positiv negativ   positiv 
Curtain Gas (CUR)      25 psi    25 psi    35 psi 
Collisionally activated dissociation (CAD) Medium Medium  Medium 
Ion Spray Voltage (IS)   5000 V   −4500 V        4500 V  
Temperature (TEM)       450 °C       450 °C           480 °C  
Ion Source Gas 1 (GS 1)         60 psi          60 psi              50 psi  
Ion Source Gas 2 (GS 2)         50 psi          60 psi              50 psi  
Detector voltage    2800 V    2800 V        1600 V  
Detector          Channel Electron Multiplier (CEM) IonDrive™ 
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Die Massenübergänge und Parametereinstellungen zur antifizierung der untersuchten 
Pharmaka am LC-MS/MS-3200 sind im Anhang A-3 in Tab. A-4 zusammengefasst. Alle 
Analyten, mit Ausnahme von Cephalothin, wurden im positiven Ionisationsmodus gemessen. 
Zur antifizierung wurde stets der intensivste Massenübergang (Analyt-ID 1: antifier) 
herangezogen. Alle weiteren Massenübergänge eines Analyten dienten als alifier zur 
Verifizierung des Analyten. Für die antifizierung von AMP miels LC-MS/MS-6500+ 
wurden die in Anhang A-3 in Tab. A-5 dargestellten Massenübergänge und Potentialein-
stellungen verwendet. 
 
3.5.4 Auswertung mittels Analyst 
 
Die Auswertung und antifizierung erfolgte mit der zugehörigen Bedien- und Auswerte-
soware Analyst 1.6.2 ür die Messungen am LC-MS/MS-3200 sowie Analyst 1.6.3 ür die 
Messungen am LC-MS/MS-6500+. Für die Quantifizierung der Proben wurde mehrheitlich eine 
lineare Regression durchgeührt. Alternativ dazu wurde bei zu starken Abweichungen, die 
vorwiegend bei Kalibrierstandards mit hohen Konzentrationen zu beobachten waren, eine 
quadratische Regression der linearen Regression vorgezogen. Da es sich um nicht-äqui-
distante Kalibrierungen handelte, welche einen Konzentrationsbereich von mindestens zwei 
Größenordnungen umfassten, wobei eine Häufung der Kalibrierstandards im Bereich 
niedrigerer Konzentrationen vorlag, wurde, entsprechend der Empfehlung der DIN 38402-51, 
die Wichtung 1/x angewendet[245]. Diese Art der Regression verringert Messunsicherheiten für 
Kalibrierstandards im niedrigeren Konzentrationsbereich[245]. 
 
3.5.5 Leistungsgrenzen für die qualitative und quantitative 
AMP-Bestimmung 
 
Die Modellsubstanz AMP wurde im Zuge der Variation der β-Lactam-Antibiotika-Konzen-
tration in sehr niedrigen Konzentrationsbereichen analysiert. Dies erforderte die Ermilung 
der Leistungsgrenzen des jeweiligen LC-MS/MS-Systems. Die Ermilung der Nachweis-, 
Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen erfolgte entsprechend DIN 32645 und DIN 38402-51 
indirekt über die Kalibriergeradenmethode. In Tab. 18 sind die erhaltenen Kenngrößen ür 
jedes Verfahren zusammengefasst. 
 
Tab. 18: Nachweis-, Erfassungs- und Bestimmungsgrenzen für die AMP-Quantifizierung mittels 
LC-MS/MS-3200 und LC-MS/MS-6500+ 
 LC-MS/MS-3200 LC-MS/MS-6500+ 
Kalibrierbereich 0,001 – 0,01 µM ≙ 0,35 – 3,5 µg·L⁻¹    1 – 125 pM ≙ 0,35 – 43 ng·L⁻¹  
Nachweisgrenze (NG)        0,5 nM ≙ 0,16 µg·L⁻¹ 3 pM ≙ 1 ng·L⁻¹  
Erfassungsgrenze (EG)       0,9 nM ≙ 0,31 µg·L⁻¹ 6 pM ≙ 2 ng·L⁻¹  
Bestimmungsgrenze (BG)        1,4 nM ≙ 0,50 µg·L⁻¹  10 pM ≙ 3,5 ng·L⁻¹  
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Im Gegensatz zu AMP wurde die Konzentration der weiteren Analyten meist nicht variiert. 
Die Ausgangskonzentration der Analyten wurde, bei fast allen Versuchsreihen, mit 1 µM 
(bzw. 83,3 µg·L⁻¹ bei Versuchen mit TEM-1-haltigen Kulturüberständen) bewusst im 
mileren bis oberen Messbereich des LC-MS/MS-3200-Massenspektrometers gewählt, um die 
antifizierung der Analyten auch bei der erwarteten Konzentrationsabnahme zuverlässig 
gewährleisten zu können. Die Leistungsgrenzen des verwendeten LC-MS/MS-3200 liegen ür 
die meisten Analyten unterhalb des niedrigsten Kalibrierstandards. Der Kalibrierbereich von 
0,01 µM bis 1,25 µM (bzw. 10 µg·L⁻¹ bis 1000 µg·L⁻¹ bei Versuchen mit TEM-1-haltigen Kultur-
überstand) stellte somit den Arbeitsbereich dar. Für die meisten Substanzen kann aufgrund 
der relativ hohen Signalintensitäten der niedrigsten Kalibrierstandards eingeschätzt werden, 
dass bei geänderten Arbeitsbereich auch noch deutlich niedrigere Konzentrationen als 
10 µg·L⁻¹ bestimmt werden können.  
 
3.5.6 Charakterisierung von Transformationsprodukten 
 
Grundsätzlich gelten, sofern nicht explizit anders angegeben, die zuvor definierten Bedingun-
gen bezüglich der Eluentenzusammensetzung (Tab. 15), der HPLC-Parameter (Tab. 16), des 
Gradientenverlaufes (Anhang A-3) und der allgemeinen MS-Parametereinstellungen (Tab. 17) 
auch bei den Untersuchungen der Transformationsprodukte. Alle Analysen wurden mit dem 
LC-MS/MS-3200-System im positiven Ionisationsmodus und unter Verwendung der Trenn-
säule II (Tab. 16) durchgeführt. Zur Untersuchung der Produkte von AMP und allen β-Lactam-
Antibiotika wurde der HPLC-Gradient VII, zur Analyse der ERY-Umsetzungsprodukte und 
allen weiteren Makrolide wurde der Gradient VIII (Anhang A-3) verwendet. Da die Elutionszeit 
der vermuteten Produkte nicht bekannt ist, wurde generell auf die Integration einer Ventil-
schaltung verzichtet.  
Für die vermuteten TP standen keine Standardsubstanzen zur Verügung, sodass deren 
Bildung qualitativ durch Produkt-Ionen-Scans nachgewiesen wurde. Dazu wurde das Masse-
Ladungsverhältnis des vermuteten TP selektiert und die gebildeten Produkt-Ionen detektiert. 
Dabei wurden unabhängig vom ausgewählten Produkt-Ion die folgenden Potentialein-
stellungen verwendet: DP 36 V, EP 4,5 V, CEP 25 V, CE 20 V und CXP 4 V. Da eine Opti-
mierung der Geräteparameter ohne Standardsubstanzen nicht möglich ist, sind bei diesen 




4 Ergebnisse und Diskussion 
4.1 Einsatz von TEM-1-haltigem Kulturüberstand zur Transformation 
von β-Lactam-Antibiotika 
4.1.1 Entwicklung einer Versuchsvorschrift zum Nachweis der Enzym-
aktivität gegenüber β-Lactam-Antibiotika im Kulturüberstand 
4.1.1.1 Nachweis der enzymatischen Aktivität mittels Nitrocefin-Assay 
 
Die Aktivität der TEM-1-haltigen Kulturüberstände wurde zunächst mit dem chromogenen 
Cephalosporin Nitrocefin bestätigt. Bei diesem Assay verschiebt sich infolge der hydro-
lytischen Spaltung des β-Lactam-Ringes das Absorptionsmaximum von Nitrocefin von 
390 nm auf 486 nm. Der damit einhergehende Farbumschlag von gelb nach rot weist die 
Aktivität der TEM-1 in den Kulturüberständen der genetisch modifizierten S. cerevisiae-
Kulturen nach, wie Tab. 19 veranschaulicht. In den Kontrollproben, ohne TEM-1-Aktivität, 
wurde kein Farbumschlag beobachtet. Dieser Nitrocefin-Assay wurde stets vor Beginn der 
Versuche zur Umsetzung von β-Lactam-Antibiotika durchgeührt, um zunächst grundsätzlich 
die enzymatische Aktivität der TEM-1-haltigen Kulturüberstände zu überprüfen.  
 
Tab. 19: Nachweis der TEM-1-Aktivität in enzymhaltigem Kulturüberstand mittels Nitrocefin-Assay, 
Spalte 1: purer Kulturüberstand (1×), Spalte 2: Konzentrat vom Kulturüberstand (mit Angabe 
des Konzentrationsfaktors (n×))  
Probe OD (600 nm) Spalte 1 Spalte 2 5–10 min   20–25 min 1 h 2 h 
Kontrolle  
(BY4741 p426GPD) 4,16 1× 14× 
 
MFα-TEM-1-
β-Lactamase 3,21 1× 13× 
    
HSP150-TEM-1-
β-Lactamase 3,11 1× 14× 
    
 
4.1.1.2 Versuche mit β-Lactam-Antibiotika 
 
Das Ziel der ersten Versuche bestand im Nachweis der enzymatischen Aktivität durch Ver-
folgen der Antibiotika-Umsetzung und der Entwicklung einer allgemeingültigen Versuchs-
vorschri ür die weiterührenden Untersuchungen. Als Modellsubstanz ür die anschließen-
den Experimente wurde das zu den Penicillinen gehörende Ampicillin gewählt. Erste 
Versuchsreihen, in denen zunächst keine Abnahme der AMP-Konzentration nachgewiesen 
werden konnte (Anhang A-5), ergaben, dass eine pH-Korrektur des Reaktionsansatzes ür die 
Aktivität des Enzyms essentiell ist. Während der Wachstumsphase der S. cerevisiae-Zellen 
über Nacht (ca. 16 h) sinkt der pH-Wert des Kulturmediums von anänglich pH 5 bis pH 6 
infolge von Stoffwechselprozessen und Ausscheidungsprodukten der Hefen auf ca. pH 2,8. 
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Die sezernierten β-Lactamasen sind bei diesen pH-Bedingungen nicht aktiv. In Anlehnung 
an den Nitrocefin-Assay wurde daher ür zukünftige Untersuchungen die AMP-Lösung in 
0,1 M Kaliumphosphatpuffer (pH 7,4) angesetzt. Durch regelmäßige Probenahmen aus 
diesem Ansatz konnte der zeitliche Verlauf der AMP-Konzentration detektiert und die 
Eignung des enzymproduzierenden Systems zur Umsetzung von Antibiotika erfolgreich 
gezeigt werden. 
Die Vorgehensweise ür weitere Versuche orientierte sich zunächst, bezüglich der AMP-Kon-
zentration, eingesetztem Puffer und Substrat(AMP)-Enzymverhältnis, am Nitrocefin-Assay. 
Hierzu wurde eine Probe des Kulturüberstandes, pur oder konzentriert, mit einer 500 mg·L⁻¹ 
AMP-Lösung versetzt und der Verlauf der AMP-Konzentration durch die regelmäßige 
Entnahme von Proben nach definierten Zeitintervallen verfolgt. Die AMP-Konzentration im 
Reaktionsansatz, bestehend aus Kulturüberstand und AMP-Lösung, betrug somit 83,3 mg·L⁻¹. 
In Umweltproben sind wesentlich niedrigere Antibiotika-Konzentrationen im ng·L⁻¹ bis 
µg·L⁻¹-Bereich zu erwarten[72, 73, 90, 246]. Dennoch wurde diese vergleichsweise hohe Aus-
gangskonzentration, die sich aus dem Nitrocefin-Assay ergab, zunächst aus folgenden zwei 
Gründen beibehalten. Einerseits ist die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen, ent-
sprechend der Michaelis-Menten-Kinetik, abhängig von der Substratkonzentration, sodass 
diese AMP-Ausgangskonzentration einen schnellen Antibiotika-Umsatz zur Folge hat. 
Andererseits ist somit eine sichere analytische Erfassung von AMP auch bei der zu erwarten-
den Konzentrationsabnahme sichergestellt. Im Vordergrund stand zunächst der Nachweis, 
dass die enzymatische Umsetzung des Antibiotikums prizipiell möglich ist. Daher wurden die 
Versuchsbedingungen so einfach wie möglich gehalten.   
Zum gezielten Abstoppen der enzymatischen Reaktion nach unterschiedlichen Reaktions-
zeiten hat sich der Inhibitor Sulbactam als wirksam erwiesen[136, 247–249]. Dieses synthetische 
Penicillansäuresulfon stoppt die enzymatische Reaktion binnen weniger Minuten zuverlässig 




Bei der antifizierung miels LC-MS/MS-Technik ist generell die Verwendung von 
isotopenmarkierten Substanzen als interner Standard empfehlenswert, um gerätebedingte 
Fluktuationen der Ionisierungsleistung und Matrixeffekte zu kompensieren. Da diese 
Standards nicht ür alle Substanzen verügbar sind und zudem einen erheblichen Kosten-
faktor darstellen, wurden zunächst Messreihen ohne internen Standard durchgeührt. Dabei 
zeigte sich, vor allem bei sehr umfangreichen Probenserien mit Messzeiten von mehreren 
Tagen, eine Intensitätsabnahme mit zunehmender Messdauer, wie Abb. 29 am Beispiel der 
Mehrfachmessung einer Kalibrierserie verdeutlicht.  
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Abb. 29: Mehrfachmessung einer Kalibrierreihe mit AMP in entionisiertem Wasser: links: ohne ISTD  
 rechts: mit ISTD AMP-D₅, Zeitlicher Abstand zwischen dem Beginn der Messungen 1 und 2: 39 h, 
zwischen Messung 2 und 3: 24 h  
 
Untersuchungen zur abiotischen AMP-Hydrolyse ergaben, dass die Stabilität von AMP in 
wässrigen Lösungen durch niedrige Temperaturen, eine geringen AMP-Konzentration und 
pH-Werte unter pH 7 begünstigt wird, wobei Halbwertszeiten von 27 Tagen nachgewiesen 
wurden[124]. Die Bedingungen vor bzw. während der Messung begünstigen somit die Stabili-
tät von AMP in den Proben, da diese vor der Analyse im Verhältnis 1:100 (v/v) mit Sulbactam-
Lösung (Reinstwasser mit 10 mg·L¯¹ Sulbactam, pH < 7) verdünnt und anschließend lichtge-
schützt im Autosampler des Messgerätes bei maximal 20 ℃ auewahrt wurden. Die ver-
ringerten Signalintensitäten innerhalb der 2,5-tägigen Analysenzeit sind somit nicht auf eine 
Umsetzung des Analyten zurückzuühren. Vielmehr handelt es sich um einen geräte-
bedingten Intensitätsverlust, der möglicherweise auf eine zunehmende Verunreinigung der 
Ionenquelle durch Probenbestandteile hinweist. Dieser kann, wie in Abb. 29 rechts zu 
erkennen, durch Zusatz eines internen Standards ausgeglichen werden. Als Vorbereitung ür 
die antifizierung von AMP miels LC-MS/MS-Technik, werden daher alle Proben mit dem 
internen Standard AMP-D₅ versetzt. Somit konnten Schwankungen in der Ionisierungs-
ausbeute, die o auch durch Matrixeffekte hervorgerufen werden, weitgehend kompensiert 
werden.  
Ein zusammenfassendes Schema der entwickelten Versuchsvorschri, mit der ein Nachweis 
der enzymatischen Aktivität durch Messung der Abnahme der AMP-Konzentration gelang, 
ist in Abb. 30 dargestellt. Diese Vorgehensweise wurde während des gesamten Unter-
suchungszeitraumes sukzessive weiterentwickelt und an die jeweiligen Fragestellungen, 
beispielsweise im Hinblick auf die eingesetzten Substrate, Konzentrationen und Volumina, 
angepasst. Gerade beim Einsatz anderer Enzyme waren größere Änderungen, unter anderem 
bezüglich der gewählten Inhibierungsmethode, wie bei dem Esterase Ere-A-System, erforder-
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dokumentiert. Die grundsätzliche Vorgehensweise, welche das Herstellen einer Reaktions-
lösung (1), die regelmäßige Entnahme von Proben (2), eine Inhibierung der enzymatischen 
Reaktion (3) und die Vorbereitung ür die analytische Messung der Probe (4) umfasst, blieb 
bei allen Verfahren bestehen. 
 
 
Abb. 30: Schematische Darstellung der Versuchsdurchführung zum Nachweis der enzymatischen 
Aktivität der TEM-1-haltigen Kulturüberstände 
 
4.1.2 Optimierung einer HPLC-MS/MS-Methode zur Quantifizierung von 
β-Lactam-Antibiotika unter Berücksichtigung der Probenmatrix 
 
Für die antifizierung der β-Lactam-Antibiotika wurde eine LC-MS/MS-Methode ent-
wickelt, mit dem Ziel, Matrixeinflüsse vom komplexen Hefenährmedium und das damit 
einhergehende Risiko der Ionensuppression zu vermindern, um eine möglichst empfindliche 
und zugleich robuste antifizierungsmethode zu erhalten.  
Co-eluierende Matrixbestandteile, wie Salze, können einen erheblichen Einfluss auf die 
Ionisierung der Analytmoleküle und folglich auf die erhaltene Signalintensität haben. Alle 
Substanzen, die gleichzeitig mit dem Analyten in der Ionenquelle vorliegen, konkurrieren mit 
diesem um die Ionisationsleistung und können somit zu einer Verringerung der Signal-
intensität beitragen. Diese, als Ionensuppression bezeichnete Signalunterdrückung, ist 
abhängig von der Retentionszeit und wurde ür die wichtigsten Probenkomponenten separat 
untersucht. In Abb. 31 sind die Peakflächen ür AMP in Abhängigkeit von der Probenmatrix 
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Abb. 31: Untersuchungen zur Ionensuppression: β₀(AMP) = 830 µg·L⁻¹, Peakfläche in Abhängigkeit von 
der Probenmatrix und der Retentionszeit, Zusammensetzung der Probenmatrices: Kalibrier-
standard: Wasser (LC-MS-Qualität), Phosphatpuffer: 0,1 M, pH 7,4, Inhibitorlösung: 10 mg·L⁻¹ 
Sulbactam, Kulturüberstand: enzymhaltiges Kulturüberstand aus Übernachtkultur, Versuchs-
probe: 83 µL Kulturüberstand + 17 µL AMP in 0,1 M Phosphatpuffer + 900 µL Inhibitorlösung, 
Triplikate 
 
Für die Herstellung der Kalibrierstandards wurde AMP in hochreinem Wasser der alität 
LC-MS gelöst. Aufgrund der hohen Reinheit dieses Lösungsmiels sind hier kaum matrix-
bedingte Suppressionseffekte zu erwarten. Für diese Probe wurden somit die größten AMP-
Peakflächen ermielt. Ähnlich gute Ergebnisse konnten bei der Probe in Kaliumphosphat-
puffer erzielt werden. Bei komplexeren Matrices, wie dem Kulturüberstand, der Inhibitor-
lösung (10 mg·L⁻¹ Sulbactam), oder der Versuchsprobe, die sich aus einer Mischung von 
Kulturüberstand, gepufferter AMP-Lösung und Inhibitorlösung zusammensetzt, zeigten sich 
hingegen zum Teil deutlich verringerte Signalintensitäten. Diese variierten zudem stark in 
Abhängigkeit von der Retentionszeit, welche aus den chromatographischen Bedingungen 
resultierte. Eluiert der Analyt AMP erst nach 9,3 min, sind nur geringe Unterschiede in den 
Signalintensitäten zwischen den verschiedenen Matrices festzustellen. Demgegenüber erge-
ben sich bei geringeren Elutionszeiten, wie tR = 1,5 min, teilweise beachtliche Intensitätsver-
luste. In der Versuchsprobe wird unter diesen Bedingungen, im Vergleich zu tR = 9,3 min, eine 
Reduktion der Peakfläche um mehr als 60 % bewirkt. Die Ausprägung der Signalunterdrückung 
ist somit im erheblichen Maße von der Retentionszeit abhängig, wobei gilt: Je geringer die 
Retentionszeit, desto stärker ist die Signalunterdrückung bzw. desto geringer sind die resultie-
renden Signalintensitäten. Verursacht wird dies durch die hohen Salzgehalte (bis zu 5 g·L⁻¹) 
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werden und sich demzufolge bei niedrigen Retentionszeiten aufgrund von Ionensuppression 
als störend auswirken. Die Ergebnisse (Abb. 31) zeigen, dass die Ionensupression durch 
Änderung der chromatographischen Bedingungen (Laufmielgradient) in Richtung längerer 
Retentionszeiten erheblich verringert werden kann.  
Die Kalibrierstandards, und die Versuchsproben, unterscheiden sich maßgeblich in ihrer 
Matrix. Um dennoch eine belastbare antifizierung durchühren zu können, ist der Zusatz 
eines internen Standards zur Kompensation des Matrixeffektes in diesem Fall besonders 
wichtig. Alternativ wäre die Herstellung von Kalibrierstandards, die eine zu den Proben 
vergleichbare Matrix aufweisen, oder eine grundsätzliche Aufstockung aller Proben zwar 
möglich, aber mit einem erheblichen Aufwand verbunden.  
Eine weitere Herausforderung stellte der hohe Gehalt an organischen Bestandteilen des 
Kulturmediums, vor allem bei der Überührung des Lösungsmielflusses der HPLC in die 
Hochvakuumbedingungen des Massenspektrometers, dar. Der DOC betrug nach der Kulti-
vierung über Nacht noch 6,5 g·L⁻¹ und ührte in ersten Versuchen, bei denen der unverdünnte 
Reaktionsansatz gemessen wurde, zu einer starken Verschmutzung der Ionenquelle. Durch 
die Integration einer Ventilschaltung, die einen gezielten Eintrag einzelner Fraktionen in das 
MS erlaubte, konnten Kristallisationserscheinungen und Verkrustungen in der Ionenquelle, 
die zu einer Verringerung der Geräteempfindlichkeit ühren, weitgehend vermieden werden.  
In Abb. 32 ist das Ergebnis der chromatographischen Trennung aller im positiven Ionisations-
modus gemessenen β-Lactam-Antibiotika, die mit TEM-1-haltigen Kulturüberständen unter-
sucht wurden, dargestellt. Dabei konnten durch Anpassung des Lösungsmielgradienten die 
Retentionszeiten von fast allen Pharmaka in einen Bereich mit geringen Matrixeffekten 
verschoben werden. Lediglich das stark polare AMX eluierte nahezu unabhängig von den 
gewählten Bedingungen, im Bereich der Totzeit. Daher muss zur antifizierung von 
AMX-haltigen Proben ein zusätzliches Zeitintervall bei der Ventilschaltung berücksichtigt 
werden. Für die Analyse sehr polarer Analyten, wie AMX, welche bei der hier eingesetzten 
Umkehrphasenchromatographie nahe der Totzeit eluieren, wäre die Hydrophile Interaktions-
chromatographie (HILIC) eine mögliche Alternative. Nachteilig an diesem Verfahren sind 
allerdings die erheblich längeren Equilibrierzeiten, die gerade bei einer hohen Probenanzahl 
zu einer beachtlichen Erhöhung der Analysenzeit ühren. Problematisch wären bei diesem 
Säulenmaterial zudem die polaren Matrixbestandteile, wie Glucose und andere kleine 
organische Stoffwechselprodukte. Weiterhin wäre mit der Etablierung anderer Trennsäulen 
wie HILIC, die andere Eluenten bedingen, ein regelmäßiger Umbau verbunden, was eine 
effiziente Geräteauslastung erschwert. Da nur eines der ausgewählten β-Lactam-Antibiotika 
derart früh eluierte, wurde auf die zeitaufwendige Entwicklung einer separaten HILIC-
Methode verzichtet. Hier erfolgte die Berücksichtigung auretender Matrixeffekte durch den 
Einsatz eines deuterierten Standards. 
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Abb. 32: Chromatogramm der LC-MS-Trennung mit integrierter Ventilschaltung, hellblau: MS,  
grau: Bypass 
 
Als Modellsubstanz ür die eingehende Untersuchung des Einflusses verschiedener Parameter 
auf die Antibiotika-Umsetzung wurde AMP ausgewählt, da dieses β-Lactam-Antibiotikum 
das intensivste Signal bei einer Retentionszeit mit vergleichsweise geringen Matrixeffekte 
liefert und außerdem ein geeigneter interner Standard zur Verügung stand. 
Auch bei der entwickelten analytischen Methode waren, wie bei der Versuchsvor-
schri (4.1.1), im Verlauf der Untersuchungen Weiterentwicklungen notwendig. Beispiels-
weise wurden weitere Substanzen integriert und eine neue Trennsäule mit einem vergleich-
baren Säulenmaterial eingesetzt, was die Adaption von HPLC-Parametern, wie dem Eluenten-
fluss, erforderte. Diese Anpassungen sind in den Abschnien 3.5.2.2 und 0 beschrieben bzw. 
direkt der Ergebnisdiskussion zu entnehmen. 
 
4.1.3 Nachweis der Antibiotika-Umsetzung mit TEM-1-haltigen Kultur-
überständen 
 
Mit der unter 4.1.1 und 4.1.2 entwickelten Versuchsvorschri und antifizierungsmethode 
ist es gelungen, die Wirkung der TEM-1-haltigen Hefekulturüberstände über die Messung der 
Abnahme der AMP-Konzentration nachzuweisen. 
Dazu wurde der enzymhaltige Kulturüberstand vor dem Versuch miels Amicon®-Zentrifu-
genfilter konzentriert, um auch bei einem geringen TEM-1-Gehalt die enzymatische Aktivität 
sicher nachweisen zu können. Als Kontrolle diente eine S. cerevisiae-Kultur mit einem 
Plasmid ohne β-Lactamase-codierendem Gen. Wie die Ergebnisse in Abb. 33 zeigen, sank die 
AMP-Konzentration bei der Verwendung von enzymhaltigen Kulturüberstand zügig inner-
halb von 1,5 h auf ca. 10 % der Ausgangskonzentration ab. Eine geringügige Abnahme in den 
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Kontrollproben ist auf einen gerätebedingen Intensitätsverlust zurückzuühren, da zu diesem 
Zeitpunkt noch kein interner Standard verügbar war. Diese Untersuchungen bestätigen 
somit die Ergebnisse der Enzymaktivitätstests mit Nitrocefin und belegen zudem, dass die 
vom IfG generierten, rekombinanten Hefezellen prinzipiell zur Entfernung von Pharmaka, 
wie AMP, aus wässrigen Systemen geeignet sind. Auf Basis dieses erfolgreichen Nachweises 
der Antibiotika-Umsetzung wurde im Folgenden der Einfluss einzelner Parameter auf den 
Verlauf dieser Reaktion systematisch untersucht. 
  
 
Abb. 33: Nachweis der enzymatischen AMP-Umsetzung durch TEM-1-haltigen Kulturüberstand, Verlauf 
der AMP-Konzentration in Abhängigkeit von der Reaktionszeit und dem verwendeten Kultur-
überstand, β₀(AMP) = 83 mg·L⁻¹, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration β₀, 
Konstruktbezeichnung und Konzentrationsfaktor: Kontrolle (12×): BY4741 p426 GPD, β-Lacta-
mase (17×): MFα-TEM-1, Dublikate 
 
4.1.4 Wirksamkeit der TEM-1-haltigen Kulturüberstände in Abhängigkeit 
von ausgewählten Randbedingungen 
4.1.4.1 Einfluss der Enzymkonzentration 
 
Die Kinetik einer enzymatischen Reaktion ist unter anderem direkt von der Enzymkonzen-
tration abhängig. Eine Erhöhung des Enzymgehaltes, durch Konzentrierung der Kulturüber-
stände miels Zentrifugenfilter, sollte demnach zu einer Steigerung der Umsetzungsge-
schwindigkeit ühren. Zur Überprüfung dieses Zusammenhangs wurde eine Versuchsreihe 
mit konzentrierten und nicht-konzentrierten (im Folgenden als pur bezeichnet) Kulturüber-
ständen durchgeführt, deren Ergebnisse in Abb. 34 zusammengefasst sind. Die Konzentrations-
faktoren ergeben sich aus dem Verhältnis von eingesetztem Kulturüberstandvolumen zu dem 
resultierenden Konzentratvolumen. Die AMP-Konzentration blieb in den Kontrollproben, 
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des Projektes wurde diese Versuchsreihe zu einem sehr frühen Zeitpunkt durchgeührt, 
sodass hier noch kein deuterierter interner Standard zur Verügung stand. Kleinere Abwei-
chungen von der Ausgangskonzentration sind daher auf gerätebedingte Schwankungen der 
Ionisationsleistung zurückzuühren, die in späteren Versuchen durch die Verwendung von 
AMP-D₅ praktisch vollständig ausgeglichen wurden. Mit beiden β-Lactamase-haltigen Proben 
konnte erfolgreich die AMP-Konzentration reduziert werden, wobei unter Einsatz des 
Enzymkonzentrats die Umsetzung deutlich schneller verlief.  
 
 
Abb. 34: Einfluss der TEM-1-Konzentration des enzymhaltigen Kulturüberstandes auf den Verlauf der 
AMP-Umsetzung, β₀(AMP) = 83 mg·L⁻¹, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration β₀, 
Konstruktbezeichnung und Konzentrationsfaktor: Kontrolle (1×, 12×): BY4741 p426 GPD, β-Lacta-
mase (1×, 18×): MFα TEM-1, Dublikate 
 
Das β-Lactamase-haltige Konzentrat mit dem Konzentrationsfaktor 18 sollte im Vergleich 
zum puren Kulturüberstand die 18-fache TEM-1-Konzentration aufweisen. Demnach ist 
anzunehmen, dass die Umsatzgeschwindigkeit von AMP, bei der Verwendung dieses 
Konzentrates im Vergleich zum puren Kulturüberstand, um eben diesen Faktor ansteigt, was 
letztendlich auch bestätigt wurde. 
Unter der Annahme, dass die Reaktion nach einem Geschwindigkeitsgesetz 0. Ordnung 
verläu, kann die Reaktionsgeschwindigkeit durch lineare Regression ermielt werden. Wie 
unter 2.4 erläutert, gilt diese Annahme bei enzymatischen Reaktionen unter der Bedingung, 
dass die Ausgangskonzentration des Substrates deutlich höher ist, als die Michaelis-
Menten-Konstante Kₘ ([S] ≫ Kₘ). Für TEM-1 β-Lactamasen, die im Wirtsorganismus 
S. cerevisiae exprimiert wurden, sind in der Literatur keine Angaben zu Kₘ-Werte 
verügbar[250]. Daher werden ür einen Vergleich mit Literaturwerten Daten aus dem 
Modellorganismus E. coli herangezogen, wobei ür TEM-1 in Kombination mit AMP 
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AMP-Konzentration liegt mit 83,3 mg·L⁻¹ (≙ 238 µM) mindestens um den Faktor 3 über diesen 
Literatur-Kₘ-Werten, sodass in erster Näherung von einer Reaktion 0. Ordnung ausgegangen 
werden kann. Aus dem linearen Anfangsbereich der Messwerte (bis 1,4 h) kann die 
Geschwindigkeitskonstante k ermielt werden (Abb. 35). 
 
 
Abb. 35: Lineare Regression der Messwerte HSP150-TEM-1 (1×) zur Ermittlung der Geschwindigkeits-
konstante k aus der die theoretische Umsatzgeschwindigkeit bei Einsatz von Enzymkonzentrat 
bestimmt werden kann 
 
Der Anstieg der Regressionsgerade entspricht der initialen Reaktionsgeschwindigkeit. 
Folglich konnten mit dem Konstrukt HSP150-TEM-1 (1×) unter den gegebenen Bedingungen 
je Stunde ca. 24 % des eingesetzten AMP umgesetzt werden, was bei der Ausgangskonzentra-
tion von 83,3 mg·L⁻¹ einer Umsatzgeschwindigkeit von ca. 20 mg·L⁻¹·h⁻¹ entspricht. Beim Einsatz 
von TEM-1-haltigen Überstand mit einem Konzentrationsfaktor von 18 ist rein rechnerisch unter 
sonst gleichen Bedingungen eine 18-fache Reaktionsgeschwindigkeit von 365 mg·L⁻¹·h⁻¹ zum 
Beginn des Versuchs zu erwarten. In diesem Fall werden innerhalb von 12,5 min 90 % des 
eingesetzten AMP hydrolysiert. Diese Überlegungen ermöglichen keine exakte Beschreibung 
der tatsächlichen Geschwindigkeiten, da diese bei enzymatischen Reaktionen von der Substrat-
konzentration abhängen, wobei mit sinkender Substratkonzentration die Umsatzgeschwindig-
keit abnimmt, bis die Reaktion näherungsweise durch eine Kinetik 1. Ordnung beschrieben 
werden kann. Im realen System sind daher etwas längere Reaktionszeiten für einen 90 %-igen 
Umsatz zu erwarten. Außerdem konnten nur punktuell Messwerte nach ausgewählten Reak-
tionszeiten erfasst werden, sodass die experimentell ermittelte Zeitspanne von 20 min, nach der 
dieser Umsatz erzielt wurde, eine gewisse Unschärfe beinhaltet. Zudem ist die Bestimmung des 
Konzentrationsfaktors fehlerbehaftet. In diesem Kontext ist die experimentell bestimmte Zeit 
von 20 min für den 90 %-igen Umsatz bei Verwendung von HSP150-TEM-1 (18×) durchaus mit 















   bis 90 % Umsatz (berechnet)
   bis 90 % Umsatz (experimentell)
tberechnet = 0,21 h                 texperimentell = 0,33 h 
⇓ ×18 
c/c₀ = -0,243 · t + 1,0378 
  R² =   0,9018 
v₀ ≈ 24 %·h¯¹ 
⇓ 
    ≙ 20 mg·L¯¹·h¯¹  
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Die Ergebnisse zeigen, dass eine Anreicherung der TEM-1-haltigen Kulturüberstände mittels 
Zentrifugenfilter prinzipiell möglich ist und eine geeignete Methode zur Erhöhung der 
Reaktionsgeschwindigkeit darstellt. Auf Basis des Konzentrationsfaktors kann die resultie-
rende Reaktionsgeschwindigkeit bei Einsatz des Konzentrates prognostiziert werden. Dies 
verdeutlicht zudem, dass bei der Anreicherung keine signifikanten Verluste der Enzymakti-
vität, zum Beispiel durch Sorption der β-Lactamase an dem Filtermaterial oder Inaktivierung 
in Folge der Behandlung, eintreten. Obwohl mit dieser Methode höhere Enzymkonzentra-
tionen und damit gleichzeitig eine schnellere AMP-Umsetzung erzielt werden konnte, wurde 
nach Möglichkeit auf diesen Anreicherungsschri verzichtet. Zum einen können die 
Konzentrationsfaktoren nicht gezielt eingestellt werden, sodass größere Variationen 
zwischen einzelnen Versuchsreihen aureten, was einen Vergleich erschwert. Zum anderen 
ist das Verfahren zeit- und kostenintensiv. Da die Kulturüberstände nach der Aufarbeitung 
noch am gleichen Tag ür Versuche zur Antibiotika-Umsetzung eingesetzt werden sollten, 
war eine zügige Verfahrensweise zu favorisieren. Darüber hinaus werden bei einer Konzen-
trierung methodenbedingt nur relativ geringe Volumina (häufig < 1 mL) erhalten. Diese 
erlauben keine umfassenden Versuchsreihen oder Mehrfachbestimmungen zur statistischen 
Absicherung der Ergebnisse. Außerdem zeigen die Ergebnisse in Abb. 34, dass die niedrigeren 
enzymatischen Aktivitäten der nicht-konzentrierten Kulturüberstände besser geeignet sind, 
um die Kinetik der Antibiotika-Umsetzung in einem messbaren Zeitraster zu erfassen. Zudem 
lassen sich die gewonnenen Daten problemlos auf ein angereichertes System extrapolieren.  
 
4.1.4.2 Einfluss der Leadersequenz  
 
In dieser Versuchsreihe wurden zwei verschiedene β-Lactamase-codierende Konstrukte 
getestet, die sich bezüglich ihrer Leadersequenzen, welche ür die Sekretion des prozessierten 
Enzyms aus den Zellen in das Nährmedium verantwortlich sind, unterschieden. Als Signal-
peptide ür den Transfer der β-Lactamasen durch die Zellmembran wurden das Hitzeschock-
protein HSP150 und das hefespezifische Pheromon MFα gewählt. Die Aktivität der beiden 
getesteten β-Lactamase-Konstrukte konnte zuvor qualitativ miels Nitrocefin-Assay und 
Umsetzung von AMP unter Verwendung von konzentrierten Kulturüberständen nach-
gewiesen werden.  
Für die Untersuchung zum Einfluss des verwendeten Leaders wurden nicht-konzentrierte, 
zellfreie Kulturüberstände direkt verwendet. Die Ergebnisse der Doppelbestimmung sind in 
Abb. 36 dargestellt. In der Kontrollprobe blieb die AMP-Konzentration über den Versuchs-
zeitraum hinweg annähernd konstant. Kleinere Abweichungen von der Ausgangskonzen-
tration beruhen auf gerätebedingten Schwankungen der Ionisationsleistung und wurden in 
den weiteren Versuchen durch die Verwendung von internen Standards ausgeglichen. Die 
AMP-Umsetzung verlief unter Einsatz von HSP150-TEM-1 als Leadersequenz schneller als 
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bei der Verwendung von MFα. Nach ca. 21 h waren hier bereits 65 % des ursprünglich zuge-
setzten AMP umgesetzt, während bei dem Konstrukt mit MFα als Shulepeptidsequenz im 




Abb. 36: Einfluss der verwendeten Leadersequenzen HSP150 oder MFα auf den Verlauf der AMP-
Umsetzung, β₀(AMP) = 83 mg·L⁻¹, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration β₀, 
Konstruktbezeichnung und Konzentrationsfaktor: Kontrolle (1×): BY4741 p426 GPD, β-Lacta-
mase-Konstrukte (1×): HSP150-TEM-1, MFα-TEM-1, Dublikate 
 
Die prinzipielle Wirksamkeit des MFα-Konstruktes wurde in Parallelversuchen mit kon-
zentrierten Kulturmedium bestätigt (Abb. 33). Somit konnte die erfolgreiche Expression und 
Sekretion dieses Enzyms nachgewiesen und dessen Aktivität unter den vorliegenden 
Versuchsbedingungen gezeigt werden. Ursächlich ür die in dieser Versuchsreihe scheinbar 
fehlende Enzymaktivität ist wahrscheinlich eine zu geringe Enzymkonzentration.  
Die beobachteten Unterschiede im Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von der 
eingesetzten Leadersequenz können vielältige Ursachen haben. Zum einen kann die Leader-
sequenz, sofern diese bei der Passage der Zellmembran nicht vollständig abgespalten wurde, 
die Aktivität des Enzyms positiv wie auch negativ beeinflussen. Sofern der Leader einen stabi-
lisierenden Effekt auf die Proteinstruktur hat, kann dies eine schnellere Substratumsetzung 
bewirken. Behindert der Leader indes sterisch den Zugang zum aktiven Zentrum des Enzyms, 
so ist unter Umständen eine langsamere Umsetzung die Folge.  
Zum anderen kann die vorliegende β-Lactamase-Konzentration zwischen den einzelnen 
Ansätzen variieren. Bei der Herstellung der enzymhaltigen Überstände am IfG wurden die 
einzelnen Zellkulturen stets zeitlich parallel und in gleicher Weise behandelt, mit dem Ziel, 
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erhalten. Trotz einheitlicher Zellzahl, Zellalter und Kultivierungsbedingungen, sind aller-
dings Unterschiede in der produzierten Enzymmenge, zum Beispiel aufgrund variierenden 
Plasmidzahlen in den Zellen, nicht auszuschließen. Zudem können, bedingt durch den ange-
fügten Leader, Unterschiede bei der Effizienz der Proteinprozessierung und Sekretion auftreten, 
woraus unterschiedliche Enzymkonzentrationen im Kulturüberstand resultieren können.  
Auf Basis der durchgeführten Untersuchungen können die genauen Ursachen für die Differenz 
in den Umsatzgeschwindigkeiten daher nicht geklärt werden. Im Rahmen der Arbeit stand 
die Beurteilung der generierten Enzyme im Hinblick auf eine spätere technische Anwendung 
durch Untersuchung einzelner Einflussfaktoren im Vordergrund. Bei der Entwicklung und 
Testung einer leistungsähigen Entfernungstechnologie ist die Umsatzgeschwindigkeit 
maßgeblich. Für die weiteren Versuche mit TEM-1 im Kulturüberstand wurde daher ür eine 
schnellere Antibiotika-Entfernung das Konstrukt mit dem HSP150 Leader eingesetzt. Zudem 
ermöglichte dies den direkten Einsatz der puren, enzymhaltigen Kulturüberstände, ohne zu-
sätzlichen Konzentrationsschri, was eine deutliche Zeit- und Kostenersparnis darstellte.  
 
4.1.4.3 Einfluss des pH-Wertes 
 
Die Untersuchungen zur Entwicklung einer Versuchsvorschri zum Nachweis der 
Antibiotika-Umsetzung ergaben bereits erste Hinweise auf eine pH-Abhängigkeit der Enzym-
aktivität (4.1.1.2). Im sauren Bereich bei einem pH-Wert von ca. 3 oder niedriger konnte keine 
β-Lactamase-Aktivität durch Umsetzung von AMP nachgewiesen werden. Erst in Folge einer 
pH-Wert-Erhöhung des Reaktionsansatzes durch Zusatz von gepufferter AMP-Lösung auf 
pH 5,5 war die Enzymaktivität nachweisbar. Um die pH-Abhängigkeit der Reaktion näher zu 
untersuchen und zu klären, inwiefern eine Steigerung der Enzymaktivität durch eine weitere 
Erhöhung des pH-Wertes möglich ist, wurde eine Versuchsreihe bei pH 7,5 durchge-
ührt (vgl. in Abb. 37).  
Für die Reihen mit pH 5,5 und pH 7,5 wurden nicht-konzentrierte, enzymhaltige Kulturüber-
stände des gleichen Versuchstages verwendet, sodass die Enzymkonzentration in beiden 
Ansätzen identisch war. Zudem wurden alle weiteren Faktoren, die einen Einfluss auf die 
Kinetik der Reaktion haben können, wie z. B. die Substratkonzentration, konstant gehalten. 
Somit sind die Unterschiede im zeitlichen Verlauf der AMP-Abnahme zwischen den 
Versuchsreihen pH 5,5 und pH 7,5 allein auf die pH-Wert-Differenz zurückzuühren. 
Während bei pH 5,5 nach 2 h erst 15 % des ursprünglich eingesetzten AMP umgesetzt 
wurden, waren bei pH 7,5 unter sonst gleichen Bedingungen bereits 85 % hydrolysiert. Diese 
Ergebnisse stimmen mit Literaturangaben zur pH-abhängigen Enzymaktivität der TEM-1 
überein, wonach diese ein pH-Optimum im Bereich von pH 7 aufweist[254]. Die Lage dieses 
Optimums resultiert aus den pH-abhängigen Ladungszuständen der Aminosäureseiten-
gruppen im aktiven Zentrum des Enzyms (s. 4.3.2.3).  
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Abb. 37: Einfluss des pH-Wertes des Reaktionsansatzes auf den Verlauf der AMP-Umsetzung, 
β₀(AMP) = 8,3 mg·L⁻¹, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration β₀, Konstrukt-
bezeichnung: HSP150-TEM-1, Konzentrationsfaktor: Versuchsreihe pH 5,5 und pH 7,5: purer, 
zellfreier Kulturüberstand (1×), Versuchsreihe pH 4: Konzentrat (10×), Einfachbestimmung 
 
Darüber hinaus sind die Daten einer Versuchsreihe bei pH 4 dargestellt, welche an einem 
anderen Versuchstag unter Verwendung von konzentrierten, enzymhaltigen Kulturüber-
ständen generiert wurde. Die Messwerte sind somit nicht unmielbar mit den anderen 
Ergebnissen vergleichbar, verdeutlichen aber die starke Abnahme der Enzymaktivität mit 
sinkenden pH-Werten, insbesondere unter dem Gesichtspunkt, dass hier konzentrierte 
Kulturüberstände eingesetzt wurden. In den ersten 4 h war keine Abnahme der AMP-
Konzentration festzustellen. Erst nach 24 h Reaktionszeit konnte eine geringügige 
Reduzierung der AMP-Konzentration auf 85 % der Ausgangskonzentration nachgewiesen 
werden.  
Die Reaktionsansätze bestehen aus dem Kulturüberstand und einem geringen Anteil aus gepuf-
ferter Antibiotika-Lösung, was die Möglichkeiten zur Einstellung verschiedener pH-Werte 
beschränkte. Vorzugsweise sind kleine Volumina an Säuren oder Basen zur Einstellung der 
gewünschten pH-Werte zu verwenden, da jede Volumenzugabe die Enzymkonzentration der 
Probe verringert. Gleichzeitig ist die Zugabe von zu stark konzentrierten Säuren oder Basen zu 
vermeiden, da zumindest partiell im Bereich der Eintropfstelle eine Denaturierung vorliegender 
β-Lactamasen nicht auszuschließen ist. Die vorausgehende pH-Wert-Einstellung der Proben 
vor dem eigentlichen Versuchsstart ist sehr zeitaufwendig und führt zu einer beachtlichen Er-
höhung der Versuchsdauer. Umfangreichere Versuchsreihen zum Einfluss des pH-Wertes 
waren zudem wegen der begrenzt verfügbaren Volumina an enzymhaltigen Kulturüberstand 
nicht möglich. Eine detailliertere Betrachtung dieses Einflussfaktors konnte daher erst im Zuge 
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4.1.4.4 Einflüsse auf die Enzymkonzentration im Kulturüberstand 
Vergangene Zeitspanne seit der Plasmid-Transformation 
Die produzierte Menge der Plasmid-codierten β-Lactamase ist direkt abhängig von der 
Anzahl der vorliegenden Plasmide. Aufgrund der autonomen Replikation und Verteilung auf 
die Nachkommen variiert deren Anzahl in den Zellen, wobei die zusätzlich als Selektions-
marker codierte Auxotrophie sicherstellt, dass nur Zellen mit mindestens einem Plasmid 
fortbestehen. Die regelmäßig durchzuührende Plasmidtransformation ist ein arbeits- und 
zeitintensives Verfahren. Angesichts der anschließenden Arbeitsschrie, wie der Selektion 
der positiven Klone, können die Zellen frühestens 5 Tage nach der eigentlichen Transforma-
tion ür Versuche zur Antibiotika-Umsetzung verwendet werden. Die Transformation der 
Zellen konnte daher nicht unmielbar vor jedem Versuchstag erneut durchgeührt werden. 
Vielmehr wurden die rekombinanten Zellen bis zu drei Wochen ür Experimente herange-
zogen. Mit zunehmender Kulturvierungsdauer reduziert sich im Zuge der Proliferation die 
Plasmidmenge je Zelle. Somit nimmt auch die Leistungsähigkeit zur Proteinbiosynthese des 
Plasmid-codierten Enzyms ab. Daher ist zu erwarten, dass beim Einsatz der rekombinanten 
S. cerevisiae-Kulturen die bereits vergangene Zeitspanne seit der Transformation bei sonst 
gleichen Versuchsbedingungen einen Einfluss auf den β-Lactamase-Gehalt im Kulturüber-
stand und somit auf die Geschwindigkeit der Antibiotika-Umsetzung aufweist. Daher wurde 
der Einfluss dieser Zeitspanne auf den Verlauf der Spurenstoffumsetzung untersucht.  
Dazu wurden zunächst Zellen ein und desselben Transformationsansatzes 5 Tage nach der 
Transformation und erneut nach 40 Tagen für die AMP-Umsetzung verwendet. Die Ergebnisse 
in Abb. 38 zeigen, dass mit frisch transformierten Zellen im Vergleich zur Versuchsreihe nach 
40 Tagen, eine deutlich schnellere AMP-Eliminierung erfolgte und bestätigten somit die 
vorangestellte Hypothese. Während nach 5 Tagen bereits innerhalb einer Stunde die 
zugesetzte AMP-Menge vollständig entfernt wurde, konnten bei dem Wiederholungsversuch 
nach 40 Tagen innerhalb von 4 h nur 30 % entfernt werden. Somit belegen die Daten, dass die 
Zellen nicht über einen längeren Zeitraum stabil sind und aus diesem Grund regelmäßig neue 
Transformationsansätze herzustellen sind. Angesichts der zahlreichen dabei notwendigen 
biologischen Schritte, die mehrfaches Überimpfen beinhalten, um eine ausreichende Menge an 
Zellmaterial zu erzeugen, musste allerdings ein Kompromiss zwischen möglichst frisch 
transformierten Zellen und einem vertretbaren Arbeitsaufwand gefunden werden.  
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Abb. 38: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von der Reaktionszeit und der Zeit seit der Trans-
formation (5 bzw. 40 Tage), β₀(AMP) = 8,3 mg·L⁻¹, Messwerte normiert auf die Ausgangskon-
zentration β₀, Konstruktbezeichnung: Kontrolle: BY4741 p426 GPD, β-Lactamase: HSP150-TEM-1, 
Einfachbestimmung  
 
Als minimal praktisch möglicher Zeitraum zwischen zwei Transformationsansätzen wurde 
daher die Zeitspanne von 3 Wochen festgelegt. Für alle weiteren Experimente wurden die 
Zellen daher maximal 3 Wochen nach der Transformation eingesetzt.  
Neben der Zeitspanne zwischen Versuchstag und Transformation, sind auch Differenzen im 
Umsatzverhalten zwischen Zellen verschiedener Transformationsansätze zu erwarten.  
 
Variabilität der Transformationsansätze  
Der Verlauf der AMP-Umsetzung unterscheidet sich erheblich bei der Verwendung von 
Zellen aus separaten Transformationsansätzen. Die Ursachen ür diese Unterschiede liegen 
in der Anzahl an aufgenommenen Plasmiden begründet. Diese variiert zwischen einzelnen 
Transformationen. Da sich die Plasmidzahl, sofern keine nährstofflimitierenden Bedingungen 
vorliegen, proportional zur Menge an produziertem Enzym verhält, spiegeln sich die 
Differenzen direkt in der Geschwindigkeit der AMP-Umsetzung wieder.  
Zur Verdeutlichung der Variabilität sind in Abb. 39 vier Messreihen von verschiedenen 
Versuchstagen gegenübergestellt. Dabei wurden die Versuche zur AMP-Umsetzung stets 
5 bis 6 Tage nach der Transformation durchgeührt, sodass der Einfluss des vergangenen 
Zeitraumes seit der Transformation ür alle Zellen vergleichbar sein sollte. 
Nach 30 min sind, je nach Ansatz, zwischen 10 % und 80 % des ursprünglich eingesetzten 
AMP umgesetzt. Die Ergebnisse dieser Vierfachbestimmung verdeutlichen die vielältigen 
biologischen Faktoren, die einen Einfluss auf die resultierende Enzymkonzentration und 
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Abb. 39: Verlauf der AMP-Umsetzung von Zellen aus verschiedenen Transformationsansätzen (A bis D), 
β₀(AMP) = 8,3 mg·L⁻¹, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration β₀, Konstruktbe-
zeichnung: HSP150-TEM-1, Einfachbestimmung  
 
Die Vergleichbarkeit von Experimenten unterschiedlicher Versuchstage ist somit nicht gege-
ben, was auf unterschiedlicher Zellzahlen sowie Differenzen im Plasmidgehalt der Zellen, 
infolge der Transformation selbst und der vergangenen Zeitspanne seit der Transformation 
zurückzuführen ist. Eine Normierung der Ergebnisse, zum Beispiel auf den AMP-Umsatz nach 
einer definierten Reaktionszeit war infolge der großen Unterschiede in den Reaktions-
geschwindigkeiten nicht möglich. Zu jeder ausgewählten Reaktionszeit existierten Versuchs-
reihen, bei denen im betrachteten Zeitraum entweder bereits ein vollständiger Umsatz erfolgt 
oder noch gar keine Verringerung der AMP-Konzentration festzustellen war, wodurch keine 
Normierung für alle Versuchsreihen durchgeführt werden konnte. Gleichwohl geben die 
Versuche erste Hinweise und Tendenzen zur Enzymaktivität bei bestimmten Einflussfak-
toren, wie dem pH-Wert oder bezüglich potentiell umsetzbarer Antibiotika. 
 
4.1.4.5 Enzymatische Stabilität bei Lagerung  
 
Die TEM-1 war in der Lage, trotz der ungünstigen Randbedingungen, wie der komplexen 
biologischen Matrix (Proteasen, Stoffwechselprodukten), temporär niedriger pH-Wert den 
teilweise ungünstigen Lagerungsbedingungen, Antibiotika im Kulturüberstand umzusetzen. 
Das Enzym erwies sich somit als äußerst stabil. Im Weiteren war daher von Interesse, inwie-
fern eine Lagerung des nicht-stabilisierten, TEM-1-haltigen Kulturüberstands im Tieühl-
schrank unter Erhalt der enzymatischen Aktivität möglich ist. Dazu wurde der verbliebene 
Kulturüberstand nach einem Experiment ür 20 Tage im Tieühlschrank bei -20 ℃ gelagert 
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Abb. 40: Einfluss der Lagerung von TEM-1-haltigem Kulturüberstand auf die Enzymaktivität, Vergleich 
des Verlaufs der AMP-Umsetzung mit frisch am Versuchstag generiertem TEM-1-haltigen 
Kulturüberstand und nach 20-tägiger Lagerung bei -20 °C, β₀(AMP) = 8,3 mg·L⁻¹, Messwerte 
normiert auf die Ausgangskonzentration β₀, Konstruktbezeichnung: HSP150-TEM-1, Einfach-
bestimmung 
 
Der Versuch zeigte, dass die TEM-1 nach der Lagerung im Tieühlschrank nur eine 
geringügig niedrigere Aktivität aufwies und somit auch nach 20 Tagen erfolgreich zur 
Umsetzung von AMP eingesetzt werden kann. Demnach ist davon auszugehen, dass infolge 
des Einfrierens ein kleiner Anteil der TEM-1 irreversibel geschädigt und somit inaktiviert 
wurden. Eine Lagerung der enzymhaltigen Kulturüberstände im Tieühlschrank ist daher 
prinzipiell möglich, wobei dies mit einem gewissen Verlust der Enzymaktivität einhergeht. 
Detaillierte Untersuchungen zum Einfluss der Lagerdauer wurden mit dem enzymhaltigen 
Kulturüberständen nicht durchgeührt, da zeitnah eine gereinigte und besser lagerähige 
TEM-1-Lösung zur Verügung stand (vgl. Abschni 4.3).  
 
4.1.4.6 Variation der Substratkonzentration 
 
Die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen folgt wie unter 2.4 erläutert der Michaelis-
Menten-Kinetik und ist somit abhängig von der Substratkonzentration. Erste Versuche zum 
Nachweis der enzymatischen Aktivität, die sich am Nitrocefin-Assay orientierten, wurden 
zunächst mit einer AMP-Konzentration von 83 mg∙L⁻¹ im Reaktionsansatz durchgeührt. 
Diese Konzentration liegt deutlich über dem Kₘ-Wert und somit im Bereich der 
Substratsäigung, bei welcher die Enzyme mit maximaler Geschwindigkeit arbeiten und die 
Reaktion einer Kinetik 0. Ordnung folgt. Da sowohl in der Umwelt als auch in technischen 
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Folgenden niedrigere Konzentrationen bis 83 µg∙L⁻¹ untersucht. Bei der Wahl der 
Konzentration ist zu beachten, dass nach der Probenahme durch Inhibierung und Zusatz des 
internen Standards notwendigerweise eine Verdünnung der Probe erfolgt. Da der Verlauf der 
Konzentrationsabnahme verfolgt werden sollte, konnten somit zunächst mit der verügbaren 
instrumentellen Analytik keine noch niedrigeren Konzentrationen untersucht werden.  
Für alle vier getesteten Ausgangskonzentrationen im Bereich von 83 µg∙L⁻¹ bis 83 mg∙L⁻¹ sank 
die AMP-Konzentration innerhalb von zwei Stunden unter die Nachweisgrenze (Anhang A-
7). Der enzymhaltige Kulturüberstand ist demnach geeignet, auch wesentlich niedrigere 
AMP-Konzentrationen in einem akzeptablen Zeitraum zu entfernen. Über die Ermilung der 
bereits umgesetzten AMP-Menge nach einer definierten Zeit kann die initiale Reaktions-
geschwindigkeit zu Versuchsbeginn ür die gewählten Konzentrationen extrapoliert werden. 
Im vorliegenden Versuch wurde hierür die umgesetzte AMP-Konzentration nach 30 min 
Reaktionszeit verwendet, um die in Tab. 20 aufgeührten initialen Reaktionsgeschwindig-
keiten zu berechnen. 
 
Tab. 20: Übersicht zu den ermittelten initialen Umsatzgeschwindigkeiten v₀ in Abhängigkeit von der 
getesteten AMP-Ausgangskonzentration β₀ 
AMP-Konzentration β₀ 
in mg∙L⁻¹ 
Umgesetzte Menge AMP nach 
30 min Reaktionszeit in mg∙L⁻¹ 
Initialgeschwindig-keit v₀ 
in mg∙L⁻¹∙h⁻¹ 
 8,3  6,7 13,4 
 0,83  0,47 1,0 
 0,083  0,044 0,1 
 
Die Ergebnisse in Tab. 20 bestätigen den Zusammenhang zwischen Reaktionsgeschwindigkeit 
und Substratkonzentration. Eine Verzehnfachung der AMP-Konzentration führt zu einer in etwa 
zehnfach höheren Reaktionsgeschwindigkeit. Die Auftragung der ermittelten Initialge-
schwindigkeiten gegen die AMP-Konzentration zeigt einen linearen Zusammenhang (Abb. 41). 
Durch Extrapolation ist es möglich, eine Prognose bezüglich der zu erwartenden 
Reaktionsgeschwindigkeit ür niedrigere Konzentrationen zu treffen. Demnach ist zu 
erwarten, dass auch bei wesentlich niedrigeren Konzentrationen im ng∙L⁻¹-Bereich innerhalb 
weniger Stunden umgesetzt werden können. Für wesentlich höhere Konzentrationen wird 
vermutlich eine Substratsäigung eintreten und die maximale enzymspezifische Reaktions-
geschwindigkeit erreicht werden. Eigentlich sollte die Trendlinie durch den 
Koordinatenursprung verlaufen, da ohne Substrat AMP auch kein Umsatz stafinden kann. 
Dass die Regressionsfunktion dennoch einen geringen y-Achsenabschni aufweist, ist auf die 
Streuung der experimentell ermielten Daten zurückzuühren. 
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Abb. 41: Ermittelte Initialgeschwindigkeiten bei der Umsetzung von AMP bei unterschiedlichen 
Substratkonzentrationen 
 
Vorteilha im Hinblick auf eine spätere Anwendung ist daher, dass sich die Umsetzungs-
geschwindigkeit der Enzymsysteme mit zunehmender Antibiotika-Konzentration erhöht. 
Somit ist es möglich, punktuell oder zeitlich begrenzte extreme Antibiotika-Konzentrationen 
ohne weitere Anpassung des Systems zuverlässig umzusetzen. Damit eignen sich die Enzyme 
insbesondere ür die Auereitung von stärker belasteten Abwässern, wie sie in Kranken-
häusern, bei der Pharmakaproduktion oder in der Tierzucht anfallen können. Gleichzeitig 
sind sie auch in der Lage, niedrige Konzentrationen in einer ausreichenden Geschwindigkeit 




Bei dem untersuchten Enzym handelt es sich um eine β-Lactamase vom Typ TEM-1. 
Charakteristisch ür diese β-Lactamasen ist ihr relativ breites Wirkspektrum (vgl. Ab-
schni 2.1.5). Sie sollte in der Lage sein, Penicilline und Cephalosporine der ersten Generation 
umzusetzen[133, 142]. Um das Wirkspektrum der hier verwendeten, heterolog in S. cerevisiae 
exprimierte β-Lactamase mit der Leadersequenz HSP150 zu untersuchen, wurden Experi-
mente zur Antibiotika-Eliminierung mit verschiedenen, potentiellen β-Lactam-Antibiotika, 
darunter Penicilline und Cephalosporine der ersten und drien Generation, durchgeührt. Da 
die getesteten β-Lactam-Antibiotika im Verlauf der Arbeiteten sukzessive bescha wurden, 
standen sie nicht alle zu Beginn der Untersuchungen zur Verügung. Zudem beschränkte die 
Menge an verügbarem enzymhaltigem Kulturüberstand die Anzahl der möglichen Parallel-
versuche. Aus diesem Grund konnten nicht alle Substanzen simultan bezüglich ihrer 































β₀ (AMP) in mg·L¯¹
 v₀ = 1,65 · β₀(AMP) - 0,23 
R² = 0,9994 
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β-Lactam-Antibiotika in Kombination mit TEM-1-haltigem Kulturüberstand zusammen. Da 
die Enzymkonzentration zwischen verschiedenen Versuchstagen erheblich variiert, ist ein 
Vergleich von Reihen unterschiedlicher Versuchstage nicht möglich. In einem Diagramm 
werden daher nur die Experimente eines Tages, also Reihen mit einheitlicher TEM-1-Konzen-
tration, gemeinsam dargestellt.  
 
  
Abb. 42: Verlauf der enzymatischen Reaktion bei Einsatz verschiedener β-Lactam-Antibiotika, 
Versuchsreihen eines Diagrammes stammen vom gleichen Versuchstag mit gleicher TEM-1-
Konzentration im Kulturüberstand, A und B: Einzelstoffe, β₀(A, B) = 8,3 mg·L⁻¹, C: Mix aus 
5 Antibiotika, β₀(C) = 1,6 mg·L⁻¹ je Antibiotikum, Messwerte normiert auf die Ausgangskon-
zentration β₀, Konstruktbezeichnung: HSP150-TEM-1, Einfachbestimmung 
  
Die Penicilline AMP, AMX, PIP und Pen G zeigen annähernd vergleichbare Umsatzge-
schwindigkeiten (Abb. 42), wobei Pen G bei dieser Einfachbestimmung am zügigsten elimi-
niert wird. Um dies zu verifizieren, bedarf es allerdings umfangreicherer Experimente mit 
Mehrfachansätzen, wie sie erst unter Verwendung von TEM-1-His (vgl. Abschni 4.34.3) 
realisiert werden konnten. Cephalothin (CET), ein Vertreter der Cephalosporine erster 
Generation, wird im Vergleich zu AMP deutlich langsamer umgesetzt (Abb. 42 B). Während 
nach 1 h Reaktionszeit bereits über 90 % des ursprünglich vorhandenen AMP umgesetzt 
wurden, konnten im gleichen Zeitraum, unter sonst identischen Reaktionsbedingungen, nur 
ca. 7 % CET hydrolysiert werden. Erst nach 24 h waren 90 % des CET eliminiert. Demgegen-
über wurden weiterentwickelte Cephalosporine, wie das Oxyimino-Cephalosporin Cefotaxim 
(CEF, 3. Generation), erwartungsgemäß nicht bzw. äußerst schlecht umgesetzt[142]. Die 
Entfernung dieser β-Lactam-Antibiotika sollte allerdings mit anderen TEM-Varianten, wie 
der TEM-8, gelingen (vgl. Abschni: 4.2.2.3).  
Da in Realproben zumeist eine Mischung verschiedener Antibiotika vorliegt, wurde zusätz-
lich ein Mix aus ünf β-Lactam-Antibiotika eingesetzt, um zu untersuchen, inwieweit bei 
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Neben AMP, AMX und Pen G wurde die Auswahl der Penicilline um OXA und CLX ergänzt, 
die beide zur Gruppe der Isoxazolylpenicilline gehören. Strukturell unterscheidet sich CLX 
lediglich durch ein Chlor-Atom, welches an der Phenylgruppe in ortho-Stellung positioniert 
ist, sodass ür beide Substanzen eine ähnliche Umsatzgeschwindigkeit erwartet wurde.  
Die TEM-1 war in der Lage, alle ünf β-Lactam-Antibiotika umzusetzen. Wie auch in dem 
Versuch in Abb. 42 A, verlief hier die Reaktion mit Pen G am schnellsten, gefolgt von AMX 
und AMP. Die Geschwindigkeit der enzymatischen Umsetzung von OXA war nahezu 
identisch zur AMP-Eliminierung. Die Umsetzung von CLX erfolgte hingegen deutlich 
langsamer. Während nach 2 h die Konzentration der übrigen Penicilline unterhalb der 
Nachweisgrenze lag, waren noch 70 % des ursprünglich eingesetzten CLX vorhanden. 
Obwohl der Chlor-Substituent an CLX nicht in unmielbarer Nähe des β-Lactam-Rings 
gebunden ist, hat dieser Substituent einen erheblichen Einfluss auf die Geschwindigkeit der 
enzymatischen Umsetzung. Die im Vergleich zu Aminopenicillinen raumgreifende Isoxazolyl-
gruppe kann den Zugang des Antibiotikums zum aktiven Zentrum der TEM-1 erschweren. 
Möglicherweise wird dieser sterische Effekt durch den Chlor-Substituenten verstärkt oder es 
treten darüberhinaus Wechselwirkungen zwischen Antibiotikum und Enzym auf, die zu einer 
verminderten Substrataffinität beitragen. In der Literatur wurde bereits eine verringerte 
Hydrolysegeschwindigkeit von CLX im Vergleich zu OXA bei Einsatz von TEM-1 
beschrieben[133].  
Die Ergebnisse lieferten erste Hinweise auf die Substratspezifität der TEM-1 und bestätigten 
hinsichtlich des Wirkspektrums grundsätzlich die Angaben der Literatur, wonach Penicilline 
schnell umgesetzt werden, höhere Cephalosporine, wie Cefotaxim, hingegen nicht oder nur 
im geringen Maße transformiert werden können[133, 142].  




Diese ersten Versuche mit enzymhaltigen Kulturmedien zeigen prinzipiell die Eignung 
der rekombinanten, in S. cerevisiae exprimierten TEM-1 zur Transformation von ausge-
wählten β-Lactam-Antibiotika. Im Rahmen dieser Experimente wurde eine allgemeine 
Versuchsvorschrift und Analysenmethode zum Nachweis der enzymatischen Aktivität 
durch Messung der Konzentrationsabnahme der Antibiotika am Beispiel der 
Modellsubstanz Ampicillin etabliert. Die sensitive Analytik erlaubt die Quantifizierung 
der Antibiotika in der Matrix der verwendeten Hefe-Kulturüberstände. Die zur Sekretion 
der Enzyme getesteten Leadersequenzen HSP150 und MFα konnten erfolgreich eingesetzt 
werden, wobei die Konstrukte mit HSP150 einen schnelleren AMP-Umsatz erzielt haben. 
Die Ergebnisse lieferten erste Hinweise auf eine pH-Abhängigkeit der Reaktion, wobei 
ein pH-Wert im Bereich um pH 7 gegenüber niedrigeren pH-Werten zu bevorzugen ist. 
Die Gegenüberstellung von Experimenten unterschiedlicher Versuchstage und Kulturan-
sätze verdeutlichte die biologische Variabilität. Verschiedene Transformationsansätze, 
die vergangene Zeitspanne seit der Transformation, aber auch die Zellzahl und Plasmid-
zahl in den Zellen beeinflussten die Enzymmenge und damit die Umsatzgeschwindigkeit. 
Ein Vergleich von Experimenten unterschiedlicher Versuchstage war somit nicht 
möglich. Neben AMP konnte eine Reihe weiterer Penicilline sowie Cephalothin als 
Vertreter der Cephalosporine der 1. Generation enzymatisch umgesetzt werden, womit 
die Ergebnisse das in der Literatur beschriebene Substratspektrum bestätigten[133, 142]. Ein 
Ansatz zur Erweiterung dieses Wirkbereichs ist der Einsatz weiterer TEM-Varianten, wie 
unter 4.2 gezeigt. Die TEM-1 erwies sich als relativ robust, da dieses Enzym im 
eingesetzten Kulturmedium, aktiv war und auch nach pH-Schwankungen oder einer 
Lagerung bei -20 °C reaktiviert werden konnte. Diese Aspekte sind vor allem im Hinblick 
auf einen eventuellen technischen Einsatz vielversprechend. Auch nach der Anbindung 
einer Polyhistidinsequenz erfolgte eine AMP-Umsetzung. Im weiteren Verlauf der Unter-
suchungen ermöglichte die Isolierung der TEM-1-His umfangreichere Versuchsreihen 
(Abschnitt 4.3), bei denen die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse durch Mehrfachbestim-
mung abgesichert werden konnte. 
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4.2 Einsatz von TEM-8-haltigem-Kulturüberstand zur 
Transformation von β-Lactam-Antibiotika 
4.2.1 Nachweis der enzymatischen Aktivität von TEM-8  
4.2.1.1 Auswahl der Modellsubstanzen AMP und CEF 
 
Wie bereits unter 2.1.5 diskutiert, existieren zahlreiche TEM-Varianten, die sich hinsichtlich 
ihres potentiell umsetzbaren Substratspektrums unterscheiden. Im Gegensatz zur TEM-1 ist 
beispielsweise die zu den ESBL zählende TEM-8 in der Lage, auch Cephalosporine höherer 
Generationen zu hydrolysieren. Das bisherige Enzymsystem auf der Basis von rekombi-
nanten TEM-1 sezernierenden S. cerevisiae-Zellen wurde bereits erfolgreich zur Umsetzung 
von Penicillinen eingesetzt (4.1.4.7). Gelingt die Integration anderer TEM-Varianten, so kann 
dieses System theoretisch an weitere Anwendungsbereiche, vor allem im Hinblick auf das zu 
transformierende Antibiotikaspektrum, angepasst werden. Um diese Annahme, einer flexiblen 
Erweiterung des Wirkspektrums durch Substitution der TEM-Variante, zu überprüfen, wurden 
vom IfG neuartige S. cerevisiae-Zellen generiert, die anstelle der TEM-1 die genetische Informa-
tion zur Proteinbiosynthese der TEM-8 enthielten. Im Unterschied zur TEM-1 sollte die TEM-8 
in der Lage sein, auch Oxyimino-Cephalosporine, wie Cefotaxim (CEF), zu hydrolysieren. 
Daher wurde bei den Versuchen zum Nachweis der enzymatischen Aktivität neben dem 
Modellstoff AMP auch CEF eingesetzt.  
 
4.2.1.2 Versuche zum Nachweis der TEM-8-Aktivität in nicht-gepuffertem 
Kulturüberstand 
 
Erste Versuche zum Nachweis der TEM-8-Aktivität im Kulturüberstand orientierten sich hin-
sichtlich der Vorgehensweise, in Anbetracht der Ähnlichkeit von TEM-1 und TEM-8, an den 
vorrangegangenen Arbeiten mit TEM-1-produzierenden S. cerevisiae-Stämmen. Vor diesem 
Hintergrund erfolgte auch die Kultivierung der Zellen unter analogen Bedingungen, d. h. in 
zunächst nicht-gepuffertem Nährmedium. Um gegebenenfalls auch geringe Enzymaktivitäten 
nachweisen zu können, wurden neben dem puren enzymhaltigen Kulturüberstand auch 
TEM-8-Konzentrate zur Umsetzung der β-Lactam-Antibiotika herangezogen. Die somit erhöhte 
Enzymkonzentration sollte einen gesteigerten Antibiotika-Umsatz bedingen und folglich eine 
eindeutigere Bestätigung der enzymatischen Aktivität erlauben. Die Ergebnisse der Experimente 
zur Umsetzung von AMP mit verschiedenen TEM-8-Konstrukten unter Einsatz von Konzen-
tratproben sind in Abb. 43 A zusammengefasst. Zum Vergleich sind zusätzlich Ergebnisse bei 
Verwendung von TEM-1 unter ansonsten analogen Bedingungen in Abb. 43 B dargestellt. 
 
  Ergebnisse und Diskussion 
93 
 
Abb. 43: Einsatz verschiedener TEM-8-Konstrukte mit der Leadersequenz MFα oder HSP150 jeweils mit 
und ohne His-tag zur Umsetzung von AMP unter Verwendung von nicht-gepufferten 
TEM-8-haltigen Kulturüberstand-Konzentraten, c₀(AMP) = 100 µM, Messwerte normiert auf 
die Ausgangskonzentration c₀, Einfachbestimmung 
 Inset: zum Vergleich Verlauf der AMP-Konzentration bei der Verwendung von nicht-
gepufferten TEM-1-haltigen Kulturüberstand-Konzentraten, β₀(AMP) = 83 mg·L⁻¹ (≙ 238 µM), 
Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration β₀, Dublikate 
 
Innerhalb von 24 h konnte weder bei der Verwendung von purem noch beim Einsatz von 
konzentriertem Kulturüberstand eine deutliche Umsetzung von AMP nachgewiesen werden. 
Auch beim Einsatz von TEM-8-haltigen konzentrierten Kulturüberständen mit CEF anstelle 
von AMP wurden übereinstimmende Ergebnisse erzielt. Im Gegensatz dazu sank der 
AMP-Gehalt mit TEM-1-haltigen Kulturüberständen, unabhängig vom verwendeten 
Konstrukt, innerhalb weniger Stunden.  
Für die fehlende enzymatische Aktivität sind verschiedene Ursachen in Erwägung zu ziehen. 
Zu diesen zählen die unzureichende Enzymbiosynthese im Organismus, eine unvollständige 
oder mangelhae Sekretion des produzierten Enzyms in das Nährmedium, fehlende Enzym-
aktivität des Fusionsproteins aus β-Lactamase und Leadersequenz sowie die Hemmung oder 
Inaktivierung der Enzymaktivität in Folge der vorliegenden Versuchsbedingungen. Aufgrund 
der Ähnlichkeit von TEM-1 und TEM-8 ist anzunehmen, dass die Biosynthese und Sekretion 
des Enzyms analog der TEM-1 erfolgreich verläu. Folglich rückten die vorliegenden 
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4.2.1.3 Nachweis der TEM-8-Aktivität unter Verwendung von MES-gepuffertem 
Kulturmedium 
 
Einer der Faktoren, welche die Aktivität von Enzymen maßgeblich beeinflusst, ist, neben der 
Temperatur und der Ionenkonzentration, der pH-Wert. Aus vorangegangenen Untersuchun-
gen ist bereits bekannt, dass der pH-Wert des Nährmediums im Verlauf der Zellkultivierung 
über Nacht infolge von Stoffwechselprozessen absinkt, was zu einer temporären Inaktivie-
rung der TEM-1 ührt (4.1.1). Eine anschließende Erhöhung des pH-Wertes in den neutralen 
Bereich ührt zur Renaturierung und Reaktivierung des Enzyms und belegt somit dessen hohe 
Widerstandsähigkeit und Stabilität gegenüber äußeren Einflussfaktoren. Möglicherweise 
unterscheiden sich TEM-8 und TEM-1 in diesem Aspekt und die pH-Wert-induzierte Inakti-
vierung verläu im Falle des Enzyms TEM-8 nicht reversibel. Zur Überprüfung dieser ese 




Abb. 44: Einsatz verschiedener TEM-8-Konstrukte mit der Leadersequenz MFα oder HSP150 jeweils mit 
und ohne His-tag zur Umsetzung von AMP (links, Triplikate) und CEF (rechts, Einfachbestimmung) 
unter Verwendung von MES-gepufferten TEM-8-haltigen Kulturüberstand, c₀ = 100 µM, Mess-
werte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀ 
 
Wie die Ergebnisse in Abb. 44, links zeigen, ist die TEM-8 unter diesen pH-Bedingungen 
aktiv. Die AMP-Konzentration sank, je nach verwendetem Konstrukt, innerhalb von 1 bis 
24 h unter die Nachweisgrenze. Erstaunlich ist, dass erstmalig auch in den Kontrollproben 
eine deutliche Abnahme der AMP-Konzentration nachgewiesen werden konnte. Mögliche 
Ursachen ür diesen Effekt, der bei allen weiteren Untersuchungen im Zusammenhang mit 
der TEM-8 reproduzierbar aurat, werden separat unter Abschni 4.2.3.3 diskutiert. Die 
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Im Unterschied zu den vorherigen Versuchen mit TEM-1-haltigem Kulturüberstand wird 
beim Einsatz von TEM-8-haltigem Kulturüberstand auch CEF transformiert (Abb. 44, rechts). 
Die Wahl einer geeigneten TEM-Variante erlaubt also eine Erweiterung des umsetzbaren 
Antibiotika-Spektrums. Die Transformation von CEF verlief bei allen Konstrukten im 
Vergleich zu AMP wesentlich langsamer. Im Gegensatz dazu zeigt die Gegenüberstellung der 
relativen Hydrolyseraten von B et al. (1995) eine höhere Umsatzgeschwindigkeit ür 
CEF[133]. Bei diesen Versuchen wurde anstelle von AMP das ebenfalls zu den Amino-
penicillinen zählende AMX verwendet. Letzteres unterscheidet sich lediglich durch einen 
Hydroxyl-Substituenten am Phenylring und sollte aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit 
vergleichbar schnell transformiert werden. Die Unterschiede zwischen den experimentell 
erhaltenen Umsatzgeschwindigkeiten und den in der Literatur beschriebenen relativen 
Hydrolyseraten lassen sich auf unterschiedliche Verfahren zur Enzymgewinnung und 
Reaktionsbedingungen zurückühren. Beispielsweise wurde in dieser Literaturquelle nicht 
S. cerevisiae als Wirtsorganismus zur TEM-8-Synthese verwendet, sondern E. coli oder 
K. pneumoniae, sodass Spezies-spezifische Unterschiede in der Prozessierung nicht auszu-
schließen sind, welche die Enzymaktivität beeinflussen können. 
Grundsätzlich konnte ür alle getesteten Konstrukte, mit Ausnahme von MFα-TEM-8-His in 
Kombination mit CEF, die Enzymaktivität durch Abnahme der β-Lactam-Antibiotika-
Konzentration nachgewiesen werden. Dieses Konstrukt zeigte bereits in Kombination mit 
AMP die geringste Reaktionsgeschwindigkeit. Dem Trend aller untersuchten TEM-8-
Varianten folgend, ist davon auszugehen, dass die Reaktionsgeschwindigkeit beim Einsatz 
von CEF anstelle von AMP noch geringer ausällt. Somit ist zu erwarten, dass durch eine 
Erhöhung der Reaktionszeit oder Enzymkonzentration ein positiver Aktivitätsnachweis 
erbracht werden könnte.  
Die Ergebnisse zeigen, dass die Gewährleistung eines bestimmten pH-Bereichs durch den 
Zusatz eines Puffers zum Nährmedium während der Kultivierungsphase essentiell ür den 
Erhalt der enzymatischen Aktivität ist. Obwohl bei den Versuchen mit nicht-gepufferten 
Kulturmedien der pH-Wert vor Beginn der Antibiotika-Umsetzung in den neutralen Bereich 
angehoben wurde, konnte keine Aktivität festgestellt werden. Dies zeigt, dass bereits ein 
temporäres Absinken des pH-Wertes zu einer irreversiblen Denaturierung der TEM-8 ührt.  
Die erhaltenen Aussagen zur pH-Stabilität stellen einen entscheidenden Unterschied zur 
TEM-1 dar, welcher bei der Enzymgewinnung berücksichtig werden muss und entsprechende 
Anpassungen in der Versuchsprozedur erfordert. Alle nachfolgenden Versuchsreihen mit 
TEM-8-produzierenden Zellen wurden daher mit MES-gepufferten Nährmedien durchge-
ührt. Unter Berücksichtigung dieser Vorgehensweise lassen sich weitere Einflussfaktoren, 
wie die Leadersequenz (4.2.2) oder der Einfluss des His-tags (4.2.2.2), ableiten. 
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4.2.2 Wirksamkeit der TEM-8-haltigen Kulturüberständen in 
Abhängigkeit von ausgewählten Randbedingungen 
4.2.2.1 Einfluss der Leadersequenz  
 
Anhand der in Abb. 44 dargestellten Ergebnisse lässt sich der Einfluss der Sekretionssignal-
sequenz auf die Transformationsgeschwindigkeit diskutieren. Für die beiden Signalsequenzen 
HSP150 und MFα konnte die Enzymaktivität durch Umsetzung der Modellsubstanzen AMP und 
CEF bestätigt werden. Dabei zeigte sich unabhängig von dem eingesetzten β-Lactam-Antibiotikum 
eine schnellere Hydrolyse bei Konstrukten mit der Leadersequenz HSP150. Während beim 
Einsatz von HSP150-TEM-8 die eingesetzte AMP-Menge innerhalb von 1 h unter die Nachweis-
grenze sank, lagen bei der Verwendung von MFα-TEM-8 nach der gleichen Reaktionszeit noch 
ca. 60 % des ursprünglich eingesetzten AMP vor. Hierbei ist allerdings zu beachten, dass es sich 
um Einfachbestimmungen handelt und somit keine Aussagen zur Streuung der Ergebnisse 
getätigt werden können. Die Umsetzung von CEF verlief insgesamt langsamer, bestätigte aber 
prinzipiell diesen Trend. Nach 24 h waren mit MFα-TEM-8 noch ca. 65 % CEF in der Lösung 
vorhanden, während nach dieser Reaktionszeit bei dem Enzym HSP150-TEM-8 weniger als 5 % 
CEF im Ansatz nachweisbar waren.  
Diese Differenzen in den Umsatzraten in Abhängigkeit von der verwendeten Signalsequenz 
können auf verschiedene Ursachen zurückgeführt werden. Möglicherweise verläuft die Sekretion 
mit HSP150-Leader effizienter, oder Vorgänge bei der Proteinbiosynthese begünstigen die 
Expression dieses Konstruktes, sodass letztlich eine höhere Enzymkonzentration im Kulturüber-
stand vorliegt. Zudem kann die angefügte Signalsequenz zu einer Änderung der Enzymaktivität 
beitragen, indem diese die Konformation des Enzyms modifiziert, oder den Zugang zum aktiven 
Zentrum der TEM-8 beeinflusst. Bereits bei den Versuchen mit TEM-1-haltigem Kulturüberstand 
zeigte das Konstrukt mit MFα als Leadersequenz eine geringere Umsatzgeschwindigkeit (4.1.4.2). 
Außerdem führen Unterschiede in der Zellzahl und in der Plasmidzahl in verschiedenen Kulturen 
zu Variationen in der Enzymkonzentration. Zur Klärung der zugrundeliegenden Mechanismen 
wäre daher die Bestimmung der TEM-8-Konzentration im Kulturüberstand erforderlich.  
Die ausgeprägten Unterschiede in der enzymatischen Aktivität beider Konstrukte zeigen eine 
weitere Möglichkeit zur Optimierung der Antibiotika-Umsetzung durch rekombinante Enzyme 
auf. Darüber hinaus offenbaren die Ergebnisse die Überlegenheit der HSP150-Sequenz gegenüber 
MFα, unabhängig von der Art des eingesetzten β-Lactam-Antibiotikums. 
 
4.2.2.2 Einfluss des Polyhistidin-tags  
 
Alle untersuchten Konstrukte der TEM-8 wurden in Vorbereitung auf eine mögliche Isolierung 
und Reinigung der Enzyme zusätzlich mit einem Polyhistidin-tag versehen. Da diese angefügte 
Sequenz potentiell einen Einfluss auf die Enzymaktivität und –affinität haben kann, wurden bei 
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den Experimenten zum Antibiotika-Umsatz zusätzlich die Konstrukte mit His-tag untersucht. 
Die Ergebnisse in Abb. 44 verdeutlichen den Einfluss des His-tags auf den Umsatz von AMP 
und CEF für zwei Leadersequenzen. Während bei der AMP-Umsetzung die Reaktion für die 
MFα-Sequenz mit His-tag deutlich verlangsamt im Vergleich zur nicht-getaggten Variante 
verlief, zeigten sich bei dem HSP150-Leader kaum Unterschiede in Bezug auf den His-tag. Eine 
allgemeingültige Aussage zum Einfluss des His-tags kann daher nicht getroffen werden. Ein 
anderes Ergebnis ergibt sich bei der Betrachtung der CEF-Umsetzung. Hier wirkte sich der 
His-tag bei allen Konstrukten, unabhängig von der Sekretionssequenz, negativ auf die Reaktions-
geschwindigkeit aus. Der Histidin-tag beeinflusste somit die Substrataffinität des Enzyms. 
Grundsätzlich bleibt die Aktivität der TEM-8 bei der Anknüpfung eines His-tags erhalten. 
Allerdings kann der Polyhistidin-tag in Abhängigkeit vom eingesetzten β-Lactam-Antibioti-
kum zu einer Verringerung der Umsatzgeschwindigkeit der enzymatischen Reaktion führen.  
Zur Verifizierung und besseren Bewertung der getroffenen Aussagen wäre die Bestimmung der 
Enzymkonzentration im Kulturüberstand erforderlich. Zwar wurden die Ansätze in gleicher 
Weise generiert, sodass die Enzymkonzentration vergleichbar sein sollte, jedoch ist nicht be-
kannt, inwiefern die Histidin-Modifikation einen Einfluss auf die Genexpression oder Sekretion 
des Fusionsproteins hat. Möglicherweise unterscheiden sich die Kulturüberstände hinsichtlich 
der vorliegenden Enzymmenge, was die beobachteten Unterschiede ebenso erklären könnte. 
Allerdings legen die unterschiedlichen Beobachtungen für AMP und CEF bei Einsatz der 
gleichen Kulturmedien nahe, dass diese Unterschiede nicht allein auf Differenzen in der Enzym-
konzentration zurückzuführen sind, da in dem Fall, unabhängig vom eingesetzten β-Lactam-
Antibiotikum, Unterschiede im zeitlichen Verlauf der Umsetzung zu erwarten wären. Die Unter-
schiede zwischen Enzymen mit und ohne Histidin-Modifikation scheinen vielmehr bei schwieri-
ger umzusetzenden Substraten, wie CEF, und damit einhergehend längeren Umsatzraten, ausge-
prägter zu sein. Für eine technische Anwendung wäre daher, gerade zur Transformation dieser 
β-Lactam-Antibiotika, eine vorherige Abspaltung des His-tags anzustreben, indem von vorn-
herein geeignete Schnittstellen zwischen His-tag und Enzym integriert werden. Auf diese Weise 
bliebe der Vorteile des His-tags, die Möglichkeit einer einfachen Enzymisolierung, bestehen, 




Zur Charakterisierung des Anwendungsbereiches der TEM-8 wurde der Kulturüberstand TEM-8-
produzierender Hefen in Kombination mit verschiedenen β-Lactam-Antibiotika, darunter 
Cephalosporine, Penicilline und Monobactame, getestet. Die TEM-8 unterscheidet sich in den 
Positionen der Aminosäuren 39, 104, 164 und 238 sequentiell von der TEM-1 (vgl. 2.1.5)[142]. Diese 
Veränderungen führen im Wesentlichen zu einer Erweiterung des aktiven Zentrums und er-
höhen die Zugänglichkeit der β-Lactam-Bindungsstelle für sterisch anspruchsvolle Substrate[154]. 
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Auf Basis der vorherigen Ergebnisse wurde für diesen Versuch das Konstrukt HSP150-TEM-8 
ausgewählt, da mit diesem bisher die schnellsten Umsätze erzielt werden konnten. Zur Überprü-
fung der Stabilität der Cephalosporine in dem enzymhaltigen Kulturüberstand wurden parallel 
Versuchsreihen mit dem Kontrollstamm BY4741 p426 GPD, der keine β-Lactamase-Aktivität 
aufweisen sollte, durchgeführt. Erwartungsgemäß blieben die Konzentrationen der Cephalo-
sporine in diesen Proben über den Versuchszeitraum hinweg konstant (Anhang A-8). Allerdings 
nahm die AMP-Konzentration der Kontrollprobe ab, wenn auch im Vergleich zur TEM-8-haltigen 
Probe wesentlich langsamer. Dieser Sachverhalt wird unter 4.2.3 diskutiert. Die Ergebnisse der 
Versuchsreihen mit TEM-8-haltigem Kulturüberstand sind in Abb. 45 zusammengefasst. 
 
 
Abb. 45: Verlauf der enzymatischen Reaktion bei Einsatz verschiedener β-Lactam-Antibiotika, 
c₀ = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstruktbezeich-
nung: HSP150-TEM-8, Triplikate 
 
Unter den ausgewählten β-Lactam-Antibiotika wird das Aminopenicillin AMP bevorzugt 
hydrolysiert, sodass bereits nach 20 min kein AMP mehr nachgewiesen werden konnte. Die 
nächstgrößere Umsatzgeschwindigkeit zeigten die Substanzen CZD, CEF und AZT. 
Wiederum etwas langsamer werden die Cephalosporine CFP, CET und CFU transformiert, 
wobei nach 24 h noch ca. 40 % CFU vorlagen. Bei allen anderen genannten Substanzen 
konnten im gleichen Zeitraum mindestens 90 % der ursprünglich eingesetzten Antibiotika-
menge hydrolysiert werden. Einzig CXT wurde nicht umgesetzt. 
In der Literatur wurden ür eine in E. coli exprimierte TEM-8 Hydrolysegeschwindigkeiten in 
aufsteigender Reihenfolge ür AZT < CEF < CZD ermielt, was gut mit den in dieser Arbeit 
erhalten Ergebnissen übereinstimmt[255]. In einer anderen elle wird CEF bevorzugt umge-
setzt, gefolgt von CZD, AMX, AZT und CFT[133]. Diese abweichenden Umsatzgeschwindig-
keiten lassen sich durch Unterschiede in den Versuchsbedingungen (wie Kulturmedien oder 
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Auffällig ist, dass die Umsatzrate der Cephalosporine nicht mit der Generation des Antibioti-
kums korreliert, da beispielsweise CZD und CEF als Cephalosporine der 3. Generation schneller 
umgesetzt werden als CET als Vertreter der 1. Generation. Wie bereits in Abschnitt 2.1.4, Abb. 7 
erwähnt, beeinflusst die Seitenkette am C₇ unter anderem die Resistenz des Cephalosporins 
gegenüber β-Lactamasen und ist somit maßgeblich für die Geschwindigkeit der enzymatischen 
Hydrolyse. Die vergleichbaren Reaktionsgeschwindigkeiten von CZD und CEF liegen daher in 
der strukturellen Ähnlichkeit der R₂-Reste dieser Antibiotika begründet. Auch die in analoger 
Weise verlaufende Hydrolyse des Monobactams AZT kann auf die Struktur dieser Seitenkette, 
die mit der des CZD identisch ist, zurückgeführt werden. Zudem zeigen die deutlich unter-
schiedlichen Umsatzgeschwindigkeiten von CEF und CET den Einfluss des R₂-Restes. Die 
beiden Cephalosporine mit Acyloxygruppe in R₁-Position unterscheiden sich ausschließlich in 
Bezug auf den R₂-Rest, sodass Differenzen in den Reaktionsgeschwindigkeiten evident auf diese 
Seitenkette zurückzuführen sind. 
CXT wurde als Vertreter der 2. Generation nicht hydrolysiert, während CFP als Cephalo-
sporin der 4. Generation umgesetzt werden konnte. CXT zählt im Grunde zur Klasse der 
Cephamycine, welche sich von den Cephalosporinen durch eine Methoxygruppe an der 
7α-Position der Aminocephalosporansäure unterscheiden. In dieser strukturellen Besonder-
heit liegt die Stabilität der Cephamycine gegenüber Extended-Spectrum-β-Lactamasen (ESLB) 
begründet[121, 256]. Ungeachtet dessen werden diese Antibiotika aufgrund ihrer ähnlichen 
pharmakologischen Eigenschaen häufig den Cephalosporinen zugeordnet[257].  
Alle hier eingesetzten Antibiotika wurden zur Vollständigkeit auch in Kombination mit 
TEM-1 untersucht, wobei erwartungsgemäß nur AMP und in geringerem Maße CET umge-
setzt werden konnten. Die Ergebnisse bestätigen damit die Literaturangaben zum breiteren 
Wirkspektrum der TEM-8 (Abb. 46). Diese kann im Unterschied zur TEM-1 auch Cephalo-
sporine höherer Generationen sowie Monobactame umsetzen[133, 154, 258]. 
 
 
Abb. 46: Hydrolyseprofil von TEM-1 und TEM-8 für ausgewählte Penicilline, Cephalosporine und ein 
Monobactam, exprimiert in E. coli, relative Hydrolyseraten bezogen auf Penicillin G, welches 
normiert wurde auf 100, * bei TEM-8 Amoxicillin statt Ampicillin[133, 258, 259]
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Durch die Variation des codierenden β-Lactamase-Gens war eine gezielte Erweiterung des 
Substratspektrums möglich. Das bestehende System zur Gewinnung von Enzymen zur Inakti-
vierung von β-Lactam-Antibiotika auf Basis von rekombinanten S. cerevisiae-Zellen konnte 
demnach flexibel, unter kleinen Anpassungen in der Versuchsprozedur, zur Umsetzung von 
Cephalosporinen eingesetzt werden. 
 
4.2.3 Vergleich TEM-1 und TEM-8  
4.2.3.1 Prinzipielle Unterschiede in der Kultivierung zur Gewinnung von TEM-8 
 
Für die Untersuchungen der TEM-8 wurden, wie auch bei der TEM-1, enzymhaltige 
Kulturüberstände in Kombination mit dem Antibiotikum AMP getestet. Die bisher 
erzielten Ergebnisse lassen sich jedoch nicht direkt vergleichen, da verschiedene Rand-
bedingungen (Medium, Pufferzusatz, AMP-Konzentration) vorlagen. Um vergleichbare 
Enzymgehalte in den Kulturüberständen und damit klare Aussagen zur Enzymwirksam-
keit zu erhalten, wurden für eine Gegenüberstellung der beiden Enzymsysteme die 
jeweiligen S. cerevisiae-Stämme unter gleichen Bedingungen kultiviert. Hierfür wurde 
MES-gepuffertes W0-CSM-Medium verwendet, da für einen positiven Nachweis der 
TEM-8 Aktivität gepuffertes Medium erforderlich ist und dieses angesichts der Ergebnisse 
aus Abschnitt 4.2.1.3 für TEM-1 nicht abträglich sein sollte. 
 
4.2.3.2 Versuche zur AMP-Umsetzung 
 
Die ersten Experimente bestätigten die Prognosen bezüglich des stärkeren Zellwachstums in 
nährstoffreicherem, gepuffertem Medium und die damit einhergehende höhere Enzym-
aktivität. Wie die Daten in Tab. 21 belegen, verlief im Falle der TEM-1 die AMP-Umsetzung 
sehr schnell, sodass bereits bei der 2. Probenahme nach 10 min kein AMP mehr nachweisbar 
war. Sogar eine Bestimmung der Ausgangskonzentration, die theoretisch 100 µM betragen 
sollte, gelang nicht, obwohl die zeitliche Verzögerung bis zur Probenahme, bedingt durch das 
Homogenisieren des Ansatzes, nur wenige Sekunden betrug. Eine Normierung der Versuchs-
ergebnisse auf die unterschiedlichen OD₆₀₀-Werte oder die Darstellung von relativen Umsatz-
raten durch den Bezug auf die Ausgangskonzentration, mit dem Ziel, einen besseren 
Vergleich verschiedener Stämme zu ermöglichen, war somit nicht praktikabel.  
Daher wurden ab dem zweiten Versuch (V2) die Kulturüberstände mit MES-Puffer zusätzlich 
verdünnt. Bei einer Verdünnung des TEM-1-haltigen Kulturüberstandes im Verhältnis 1:2 v/v 
(vgl. Versuch V2) wird zwar eine, im Vergleich zum unverdünnten Kulturüberstand, circa 
dreifach höhere Ausgangskonzentration erreicht, jedoch ist auch hier nach 10 min Reaktions-
zeit kein AMP mehr nachweisbar. Erst bei einer Verdünnung im Verhältnis 1:9 v/v (V3) 
konnte eine realistische Startkonzentration bestimmt werden. Die Reaktion verlief aber 
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weiterhin so zügig, dass der Verlauf der AMP-Abnahme nicht verfolgt werden konnte. Mit 
TEM-1-haltigem Kulturüberstand waren bereits nach 10 min 98 % des AMP umgewandelt, 
während bei Einsatz der TEM-8-haltigen Kulturüberstände ür diesen Umsatz 4 h benötigt 
wurde.  
 
Tab. 21: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von dem verwendeten enzymhaltigen Kultur-
überstand (Stamm: TEM-1, TEM-8 oder Kontrolle) an 3 verschiedenen Versuchstagen (V1, V2 
und V3), Verdünnung: Verhältnis von Kulturüberstand und MES-Puffer, c₀(AMP) in µM 
Konstrukt HSP150-TEM-1 HSP150-TEM-8 Kontrolle 
Versuch V1 V2       V3 V1 V2 V3 V1 V2 V3 








- - 1:2 
(v/v) 












  0,0 64 14 47 67 107 113 98 105 106 115 111 103 101 114 107 
  0,17 n. d. n. d. n. d. n. d. 3 98 4 69 11 99 106 105 103 109 108 
  0,5 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 61 n. d. 4 n. d. 73 101 103 105 98 106 
  1,0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 28 n. d. n. d. n. d. 47 100 126 110 90 102 
  2,0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1 n. d. n. d. n. d. 20 96 99 106 75 106 
  4,0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 2 85 173 127 61 97 
24,0 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 1 28 98 97 14 92 
n. d. - nicht detektiert 
 
Insgesamt verlief die AMP-Umsetzung mit TEM-1-haltigem Kulturüberstand stets schneller, 
als mit TEM-8-haltigem. Dieser Trend zeichnete sich auch unter Einbeziehung der unter-
schiedlichen OD₆₀₀-Werte ab, wobei die TEM-1-Kulturen in etwa die 1,2 bis 1,7-fache Zellzahl 
der TEM-8-Kulturen aufwiesen (Anhang A-9, Tab. A-8). Möglicherweise wird das erweiterte 
Wirkspektrum der TEM-8 im Vergleich zur TEM-1 durch eine erniedrigte Reaktionsge-
schwindigkeit gegenüber einzelnen Antibiotika errungen. Die Differenzen in den Transfor-
mationsgeschwindigkeiten zwischen TEM-1- und TEM-8-Kulturen sind nicht zwingend auf 
die spezifische Enzymaktivität zurückzuühren, da die Enzymkonzentration nicht bekannt 
war. Neben der Zellzahl bestehen weitere Faktoren, wie der Plasmidgehalt der Zellen, oder 
Unterschiede in der Effizienz der Proteinbiosynthese und Sekretion, die zu abweichenden 
Enzymkonzentrationen beitragen können.  
Im Rahmen weiterer Experimente wurden die Zellen entsprechend der Vorschrift unter 3.3.2 
aufgeschlossen, um mit dem erhaltenen zellfreien Rohextrakt ebenfalls Untersuchungen zur 
Transformation von ausgewählten β-Lactam-Antibiotika durchzuühren. Aufgrund der 
geringen Volumina werden beim Zellaufschluss höhere Enzymkonzentrationen erhalten, was 
zu einer noch schnelleren Antibiotika-Umsetzung ührte. Beim Einsatz von AMP spiegelten 
sich diese hohen Aktivitäten auch in den Kontrollproben wider. Eine vollständige Übersicht 
aller hier beschriebenen Versuchsdaten ist in Anhang A-9 aufgeührt. Diese bestätigen auch 
die bisherigen Aussagen zum negativen Einfluss des His-tags auf die Umsatzgeschwindigkeit. 
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4.2.3.3 Abnahme der AMP-Konzentration in den Kontrollproben 
 
Die Kontrollproben verschiedener Versuche (V1, V3 sowie die bereits unter 4.2.1, und 4.2.2.3 
beschriebenen Experimenten, vgl. hierzu auch Abb. 44 bzw. Abb. A-5), zeigten eine erheb-
liche Umsetzung von AMP. So sind bereits nach 24 h über 70 % des eingesetzten AMP 
hydrolysiert (Tab. 21). Bei Verdünnung des enzymhaltigen Kulturüberstandes und der 
korrespondierenden Kontrollproben mit Medium verringerte sich auch die AMP-Umsetzung 
in den Kontrollproben, was darauf hinweist, dass auch die Kontrollproben Bestandteile 
enthalten, die aktiv AMP umsetzten können. Bei der Versuchsreihe V2 tri diese Aktivität 
der Kontrolle beim Einsatz von Kulturüberstand nicht in Erscheinung, was sich plausibel mit 
der im Vergleich zu V1 und V3 wesentlich geringeren Zellzahl begründen lässt. Bei 
nachfolgenden Versuchen mit Zelllysaten dieses Kontrollstammes konnte schließlich 
ebenfalls eine AMP-Umsetzung nachgewiesen werden, was nahelegt, dass es sich bei diesen 
Bestandteilen um intrazelluläre Bestandteile, z. B. ein aktives Enzym, handeln könnte. AMP 
erwies sich bei vorherigen Versuchen in S. cerevisiae-Kulturüberständen über den Zeitraum 
von 24 h hinweg als stabil. Die Änderung des Nährstoffgehaltes durch Zusatz von CSM und 
die Stabilisierung des pH-Wertes mit MES, sollte nicht zu einem AMP-Abbau ühren. Die 
Tatsache, dass in den Kontrollproben ausschließlich eine Transformation von AMP erfolgt, 
während die Konzentration der Cephalosporine und des Monobactams konstant blieb, deutet 
auf eine TEM-1-Aktivität hin. Die Ursachen ür dieses Phänomen konnten nicht abschließend 
geklärt werden. Eine erste Vermutung, dass dies nur bei Zellen auri, deren Transformation 
vor zu langer Zeit erfolgte, konnte nicht bestätigt werden (Tab. 21), da es sich bei den 
Versuchen von V1 und V2 um Zellen des gleichen Transformationsansatzes handelte, wobei 
der Versuch V2 6 Tage später als V1 durchgeührt wurde. Die Aktivität der Kontrolle wurde 
bereits bei V1 eindeutig nachgewiesen. Als weitere potentielle Ursache ist eine bakterielle 
Verunreinigung in Betracht zu ziehen, die aber aufgrund der Reproduzierbarkeit dieser 
Ergebnisse als eher unwahrscheinlich anzusehen ist. Darüber hinaus könnte die Aktivität des 
Kontrollstammes auf eine intrinsische Problematik zurückzuühren sein. Für den Transport 
der exogenen, enzymcodierenden-DNA-Sequenz in S. cerevisiae wird als Vektor ein 
bakterielles Plasmid aus E. coli verwendet. Dieses enthält als Selektionsmarker bereits das 
Gen zur Proteinbiosynthese der TEM-1, um selektiv ausschließlich erfolgreich transformierte 
Bakterienzellen kultivieren zu können. Diese prokaryotische, plasmidische DNA sollte von 
S. cerevisiae eigentlich nicht transkribiert und sezerniert werden[260]. Während bakterielle 
RNA-Polymerase den Prozess der Transkription selbst initiieren kann, sind bei Hefen 
zusätzlich Transkriptionsfaktoren zur Bildung des Präinitiationskomplexes erforderlich. 
Daher muss ür die erfolgreiche Prozessierung und Sekretion in eukaryotischen Hefen, das 
entsprechende Gen unter die Kontrolle einer hefespezifischen Promotorsequenz gestellt 
werden. Die erhaltenen experimentellen Daten der Kontrollproben, die nur dieses Plasmid, 
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ohne zusätzlich eingebrachte TEM-1-Sequenz mit hefespezifischen Sekretionssignal ent-
hielten, deuten jedoch auf eine Enzymsynthese dieser prokaryotisch codierten TEM-1 hin. 
Dabei ist eine erfolgreiche Sekretion dieses Enzyms nicht zwingend zum Nachweis dieser 
Aktivität im Kulturüberstand des Kontrollstammes erforderlich. Mit zunehmender Kulti-
vierungsdauer und damit verbundener Steigerung der Zellzahl nimmt die Wahrscheinlichkeit 
der Zelllyse, bei welcher die Freisetzung der Enzyme ins Medium erfolgt, zu. Sofern also 
prokaryotische DNA erfolgreich exprimiert wird, ist eine Enzymaktivität in den Kulturüber-
ständen, auch ohne hefespezifische Sekretionssignalsequenz, in Folge der Zelllyse plausibel 
zu erklären. 
Das dieser Effekt in bisherigen Versuchen mit TEM-1-haltigen Kulturüberständen (4.1) nicht 
in Erscheinung trat, kann mit den vorliegenden Kultivierungsbedingungen schlüssig 
begründet werden. Durch die Kultivierung in nährstoärmerem W0-HLM-Medium wurden 
zum einem eine geringere Zellzahl, mit dementsprechend geringerem Enzymgehalt sowie 
einem geringeren Potential zur Zelllyse, erhalten. Zum anderen ührt das Absinken des pH-
Wertes in nicht-gepuffertem Medium zu einer temporären Inaktivierung der TEM-1. Es ist 
nicht bekannt, zu welchem Anteil die Renaturierung durch Anheben des pH-Wertes 
erfolgreich verläu, sodass hier zusätzliche Aktivitätseinbußen nicht auszuschließen sind. 
Dies ührt in Summe zu einer, allenfalls sehr geringen Aktivität der Kontrolle, die in den 
bisherigen Experimenten im Zeitraum von 24 h keine signifikante Verringerung der 
AMP-Konzentration bewirken konnte. 
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass die AMP-Abnahme in den Kontrollen stets 
wesentlich geringer als die Abnahme in den gezielt gentechnisch modifizierten, enzym-
bildenden Hefestämmen ausfiel und somit alle getroffenen Aussagen bezüglich der Aktivität 
und des Einflusses einzelner Parameter Gültigkeit besitzen.  
 
4.2.3.4 Versuche zur CEF-Umsetzung 
 
Als weiteres β-Lactam-Antibiotikum wurde CEF als Vertreter der Cephalosporine der 
3. Generation untersucht, da dieses im Unterschied zur TEM-1 miels TEM-8 zügig hydro-
lysiert werden sollte[133]. Die Ergebnisse von drei verschiedenen Versuchstagen sind in 
Abb. 47 zusammengefasst, wobei es sich um die gleichen enzymhaltigen Kulturüberstände 
handelt, die in Tab. 21 zur AMP-Umsetzung verwendet wurden, sodass die Daten eines 
Versuchstages bezüglich der Enzymkonzentration vergleichbar sind.  
Auf die Darstellung der Ergebnisse mit verdünnten Kulturüberständen wird verzichtet, da 
der Verlauf der Umsetzung bereits mit den unverdünnten Kulturüberständen gut verfolgbar 
war. In den Experimenten V2 und V3 konnten unter Einsatz des TEM-8-haltigen Kultur-
überstandes 95 % des CEF bereits innerhalb von 4 h umgesetzt werden. Bei dem ersten 
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Versuch V1 verlief die Hydrolyse langsamer, was auf die von Versuch zu Versuch variieren-
den Zell- und Plasmidzahlen zurückzuühren ist. Deutlich wird in allen Experimenten die 
vergleichsweise geringe Aktivität der TEM-1 gegenüber CEF. Innerhalb von 24 h konnten 
gerade einmal 18 % bis 40 % des CEF umgesetzt werden. Zum Vergleich sei hier auf die zügige 
Hydrolyse von AMP mit den gleichen enzymhaltigen Überständen verwiesen, bei denen die 
AMP-Konzentration innerhalb weniger Minuten unter die Nachweisgrenze sank (Tab. 21). 
 
 
Abb. 47: CEF-Umsatz in Abhängigkeit von dem eingesetzten enzymhaltigen Kulturüberstand, 
c₀(CEF) = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstruktbezeichnung: 
Kontrolle: BY4741 p426 GPD, β-Lactamasen: TEM-1: HSP150-TEM-1, TEM-8: HSP150-TEM-8, V1: 
Triplikate, V2 und V3: Einfachbestimmung 
 
Die Ergebnisse stehen im Einklang mit Angaben aus der Literatur, wonach die TEM-1 
gegenüber CEF nur 0,06 % der Aktivität gegenüber AMP aufweist[133]. Das Enzym TEM-8, was 
sich von der TEM-1 nur durch einzelne Punktmutationen[142] unterscheidet, ist hingegen in 
der Lage, CEF wesentlich schneller umzusetzen. Alle im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen 
experimentellen Daten zeigten eine schnellere Transformation von AMP gegenüber CEF. Wie 
unter 4.2.1.3 diskutiert, können bei Verwendung von anderen Organismen und Reaktions-

























Unter Einsatz der TEM-8 konnte die Übertragbarkeit des Systems auf andere 
β-Lactamasen gezeigt werden. Dabei war die Verwendung von MES-gepuffertem W0-
CSM-Medium für einen positiven Nachweis der TEM-8-Aktivität zwingend erforderlich, 
um die irreversible Denaturierung des Enzyms infolge der Verringerung des pH-Wert 
durch Stoffwechselaktivitäten zu verhindern. Die veränderten Kultivierungsbedingungen 
führten zu einer deutlichen Steigerung der Zellzahl und damit verbundenen Erhöhung 
der Transformationsgeschwindigkeit. Das erweiterte Wirkspektrum der TEM‑8 konnte 
erfolgreich nachgewiesen werden. Neben Penicillinen konnten auch höhere Cephalo-
sporine der 4. Generation (CFP) sowie Monobactame (AZT) erfolgreich inaktiviert 
werden. Die erzielten Ergebnisse zur Substratspezifität stehen in Übereinstimmung zu 
den Angaben aus der Literatur, jedoch gibt es Abweichungen in der Kinetik. Einzelne 
β-Lactam-Antibiotika wurden im Vergleich zu TEM-1-haltigen Kulturüberständen 
langsamer umgesetzt, was auf unterschiedliche Enzymkonzentrationen oder möglicher-
weise Differenzen in der Substrataffinität der jeweiligen Enzyme zurückzuführen ist. Die 
Anpassung der Kultivierungsbedingungen stellt eine Möglichkeit dar, den Antibiotika-
Umsatz erheblich zu steigern und könnte daher für praxisrelevante Anwendungen von 
Interesse sein. Unter den jetzigen Bedingungen zur Kultivierung der TEM-8 konnte sogar 
eine geringe Aktivität der TEM-1 gegenüber dem Cephalosporin CEF gezeigt werden. 
Eine weitere Methode zur Erhöhung des Umsatzes ist die Verwendung von Zelllysaten, 
in denen wiederum ein höherer Enzymgehalt zu verzeichnen war, was zu einer weiteren 
bemerkenswerten Steigerung der Umsatzrate führte.  
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4.3 Einsatz von isolierter TEM-1-His zur Transformation von 
β-Lactam-Antibiotika  
4.3.1 Nachweis der Enzymaktivität  
 
Das TEM-1 System, welches bereits erfolgreich zur Umsetzung von Penicillinen und Cephalo-
sporinen der 1. Generation eingesetzt werden konnte, wurde am IfG weiter modifiziert, mit 
dem Ziel, eine Isolierung des Enzyms aus dem Kulturüberstand zu realisieren. Da der daür 
angeügte His-tag unter Umständen einen Einfluss auf die Enzymaktivität und -affinität hat, 
sind Ergebnisse aus vorangegangenen Untersuchungen mit enzymhaltigem Kulturüberstand 
zum Einfluss ausgewählter Parameter daher nicht trivial auf die His-modifizierte β-Lactamase 
übertragbar, insbesondere da hier unterschiedliche Sekretionssignalpeptide verwendet 
wurden.  
Für eine umfassende Beurteilung der Leistungsähigkeit der TEM-1 bezüglich der Entfernung 
von β-Lactam-Antibiotika aus Wässern, speziell im Hinblick auf eine eventuelle spätere 
technische Anwendung, ist die Untersuchung verschiedener Parameter, welche die 
enzymatische Reaktion beeinflussen, erforderlich. Daher wurden im Folgenden die 
Umsetzung des β-Lactam-Antibiotikums AMP unter Variation verschiedener Parameter, wie 
pH-Wert, Temperatur, Pufferart und -konzentration, systematisch untersucht. Für diese 
Untersuchungen brachten die Reinigung und Konzentrierung des Enzyms sowie die 
Möglichkeit der mehrmonatigen Lagerung der Enzymlösung, entscheidende Vorteile.  
Die dadurch gewährleistete permanente Verügbarkeit der TEM-1 erlaubte hinsichtlich der 
Konzeption von Experimenten wesentlich umfangreichere Versuchsreihen und eine flexible, 
vom Projektpartner IfG weitgehend autarke Planung und Versuchsdurchührung. Zudem 
stand eine ausreichende Menge der Enzymlösung zur Verügung, sodass auch Mehrfach-
ansätze zur statistischen Absicherung der Ergebnisse realisiert werden konnten. Ein weiterer 
Vorteil bei der Verwendung von hochkonzentrierter TEM-1-Lösung bestand darin, dass nur 
geringe Volumina erforderlich waren bzw. die Enzymlösung vor Versuchsbeginn verdünnt 
wurde. Diese Verdünnung erlaubt die Durchührung umfangreicher Versuchsreihen zum 
Einfluss verschiedener Randbedingungen, da hier, im Unterschied zu den Untersuchungen 
mit enzymhaltigem Kulturüberstand, die Zusammensetzung und Eigenschaen des 
Reaktionsvolumens zu einem erheblichen Anteil frei wählbar und nicht durch die 
Bestandteile des Nähmediums determiniert waren. Somit konnten die enzymatische 
Antibiotika-Hydrolyse mit dieser rekombinanten, in S. cerevisiae exprimierten TEM-1-His 
erstmals auch in realen Wässer aus Kläranlagen untersucht werden. Außerdem konnten die 
vorangegangenen Versuche zur pH-Abhängigkeit der enzymatischen Reaktion ausgeweitet 
werden. Vorteilha ist zudem, dass die Enzymkonzentration bekannt und in den einzelnen 
Aliquoten identisch ist, sodass auch Versuchsreihen unterschiedlicher Tage miteinander 
vergleichbar sind.  
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4.3.2 Wirksamkeit des Enzyms TEM-1-His in Abhängigkeit von 
ausgewählten Randbedingungen 
4.3.2.1 Variation der Enzymkonzentration 
 
In allen vorangegangenen Untersuchungen war bei der Verwendung von enzymhaltigem 
Kulturüberstand die Enzymkonzentration unbekannt und variierte zwischen den einzelnen 
Versuchstagen in Abhängigkeit von verschiedenen Einflussfaktoren, wie der vorliegenden 
Zellzahl, dem vergangenen Zeitraum seit der Transformation und damit einhergehend mit 
der Plasmidanzahl je Zelle. Im Unterschied dazu ist bei dem Einsatz des gereinigten Enzyms 
die Konzentration bekannt und sollte in den einzelnen Aliquoten vergleichbar sein. Mit dem 
Prozess der Isolierung und Reinigung geht eine erhebliche Konzentrierung der TEM-1 einher, 
sodass vor Versuchsbeginn deren Verdünnung erforderlich war. Um eine geeignete Enzym-
konzentration zu ermieln, wurden zunächst verschiedene Verdünnungsstufen getestet, mit 
dem Ziel, einen möglichst vollständigen Antibiotika-Umsatz innerhalb weniger Stunden mit 
vorzugsweise geringer Enzymmenge zu erreichen. Gleichzeitig darf die Reaktion nicht zu 
schnell erfolgen, um die Aufnahme einer ausreichenden Anzahl an Messpunkten zu gewähr-
leisten, sodass der Einfluss einzelner Randbedingungen auf die Reaktionsgeschwindigkeit 
diskutiert werden kann. Tab. 22 gibt einen Überblick zu den getesteten Enzymkonzen-
trationen der Versuchsreihen A bis E.  
 
Tab. 22: Übersicht der getesteten TEM-1-His-Konzentrationen zur Bestimmung einer optimalen 
Enzymmenge für alle weiteren Versuchsreihen 
Versuchsreihe Verdünnungsfaktor Enzym Enzymkonzentration mg·L⁻¹ 
A 1:100 22,50 
B 1:500   4,50 
C    1:1.000    2,25 
D    1:5.000    0,45 
E      1:10.000    0,23 
    BW kein Enzym (Kontrolle) - 
 
Insgesamt wurden ünf verschiedene Proteinkonzentrationen im Bereich von 0,23 bis 
22,5 mg·L⁻¹ untersucht. Abb. 48 fasst die Ergebnisse der AMP-Umsetzung zusammen. 
Erwartungsgemäß nimmt die Reaktionsgeschwindigkeit mit sinkender Enzymkonzentration 
ab. Bei der Reihe E mit dem größten Verdünnungsfaktor war im Vergleich zur Kontrolle, ohne 
Enzymzusatz, keine Abnahme der AMP-Konzentration in dem betrachteten Versuchs-
zeitraumes festzustellen. Ein vollständiger AMP-Umsatz innerhalb von 24 h gelang hingegen 
bei den Versuchsreihen A und B. Mit einer Enzymkonzentration von 22,5 mg·L⁻¹, respektive 
4,5 mg·L⁻¹, konnte hier die zugesetzte Menge an AMP innerhalb von 30 min, bzw. 4 h, nahezu 
vollständig entfernt werden. Die Ergebnisse zeigen, dass über die Wahl der Enzymmenge die 
Umsetzungsgeschwindigkeit gezielt angepasst werden kann. 
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Abb. 48: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von der eingesetzten Enzymkonzentration (ent-
spricht TEM-1-His-Konzentration), c₀(AMP) = 100 µM, Konstruktbezeichnung: Kontrolle: 
BY4741 GPD, Einfachbestimmung, β-Lactamase: MFα-TEM-1-His, Triplikate  
 
Es ist plausibel, dass dabei ein linearer Zusammenhang zwischen diesen Größen besteht, wie 
die Auragung der initialen Umsatzgeschwindigkeit in Abhängigkeit von der Enzymkonzen-
tration in Abb. 49 verdeutlicht. Eine Verdopplung der eingesetzten Enzymmenge bewirkt 
demnach unter der Voraussetzung einer ausreichend hohen Substratkonzentration, eine 
Verdopplung der Umsatzrate. Die Regressionsgerade sollte idealerweise genau durch den 
Koordinatenursprung verlaufen, da ohne Enzym kein Substratumsatz stafindet. Die 
geringen Abweichungen ergeben sich aus der Streuung der experimentell ermielten Daten. 
 
 












































Enzymkonzentration in mg · L⁻¹
 v₀ = 12,43 · c₀(AMP) - 3,46 
R² = 0,9987 
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Bei einem eventuellen technischen Einsatz ist es möglich, die Umsatzrate somit gezielt durch 
die zugesetzte Enzymmenge zu steuern. Für alle weiteren Untersuchungen mit der gereinigten 
TEM-1-β-Lactamase wurde eine Enzymkonzentration von 4,5 mg·L⁻¹, wie in der Versuchs-
reihe B, gewählt. Die oben diskutierten Zielstellungen bezüglich eines zügigen Umsatzes bei 
gleichzeitig ausreichender Reaktionszeit und möglichst geringer Enzymmenge wurden mit 
diesen Bedingungen am besten erfüllt.  
 
4.3.2.2 Variation der Pufferkonzentration und Pufferart 
 
Um den Einfluss des verwendeten Puffers zu untersuchen, wurde neben dem standardmäßig 
eingesetzten Kaliumphosphatpuffer (KP) auch 2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-ethan-
sulfonsäure (HEPES), 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure (MES) und (N-Morpholino)propan-
sulfonsäure (MOPS) verwendet. Im Unterschied zu dem anorganischen KP handelt es sich 
bei MES, MOPS und HEPES um organische Zwierionen, welche der Gruppe der „G-
Puffer“ (nach Dr. N. E. G) zugeordnet werden. Vorteilha an diesen Puffern sind ihre 
geringen Wechselwirkungen mit Proteinen, die gute Wasserlöslichkeit und gleichzeitig 
geringe Löslichkeit in anderen, hydrophileren Solventien, eine geringe Fähigkeit zur 
Diffusion durch Biomembranen, ein Pufferbereich zwischen pH 6,0 bis pH 8,0 die geringe UV-
Absorption sowie eine geringe Toxizität. Da sie zudem metabolisch und chemisch stabil sowie 
kostengünstig in der Herstellung sind, werden diese Puffer bevorzugt ür biochemische 
Reaktionen verwendet und wurden beispielsweise zur pH-Stabilisierung von Nährmedien 
während der Hefe-Kultivierung eingesetzt (vgl. 4.2.1)[261]. In Abb. 50 sind die Ergebnisse der 
AMP-Umsetzung unter Verwendung verschiedener Pufferlösungen zusammengefasst. 
 
Abb. 50: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von dem verwendeten Puffersystem, 
c₀(AMP) = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstruktbezeichnung: 
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In den Kontrollversuchen ohne Enzymzusatz war innerhalb des Versuchszeitraums keine 
signifikante Verringerung der AMP-Konzentration festzustellen. Das β-Lactam-Antibiotikum 
ist somit in allen getesteten Puffersystemen stabil. Wesentliche Unterschiede zwischen den 
Versuchsreihen mit unterschiedlichen Puffern traten nicht auf. Die getesteten Puffer haen 
somit keinen signifikanten Einfluss auf die Geschwindigkeit der AMP-Eliminierung. Für alle 
weiteren Versuche wurde daher der bisher eingesetzte und auch kostengünstigste Kalium-
phosphatpuffer weiterverwendet. 
Zusätzlich wurde der Einfluss der Salzkonzentration im Puffer untersucht. Dazu wurden 
Kaliumphosphatpuffer im Konzentrationsbereich von 0,001 M bis 1 M getestet. Die Art des 
Puffersystems, der pH-Wert und alle weiteren Einflussfaktoren wurden konstant gehalten.  
Die Ergebnisse in Abb. 51 zeigen, dass die Pufferkonzentration nur einen geringen Einfluss 
auf die Umsetzungsgeschwindigkeit hat. Je höher der Phosphatgehalt, desto schneller verläu 
jedoch die Reaktion. Besonders deutlich wird dieser Unterschied nach 1 h Reaktionszeit. 
Während bei der Reaktion in 1 M KP nur noch 20 % des ursprünglich eingesetzten AMP 
vorliegt, sind es bei der geringsten Pufferkonzentration von 0,001 M KP noch 40 %. Die 
TEM-1 ist in allen getesteten Puffern aktiv und konnte AMP innerhalb von 4 h vollständig 
umsetzen. Die Kontrollproben zeigen, dass AMP unter den getesteten Bedingungen über die 
Versuchsdauer von 24 h hinweg stabil ist. 
 
 
Abb. 51: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von der eingesetzten Pufferkonzentration, 
Puffer: KPi, pH 7,4, c₀(AMP) = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, 
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4.3.2.3 Variation des pH-Wertes 
 
Die Geschwindigkeit enzymatischer Reaktionen weist in der Regel eine deutliche pH-Ab-
hängigkeit auf, da ür den Zusammenhalt des Enzym-Substrat-Komplexes zumeist elektro-
statische Kräe von entscheidender Bedeutung sind. Im Hinblick auf eine Anwendung der 
TEM-1 in Realwässern ist folglich der Aktivitätsbereich genauer zu charakterisieren. Daher 
wurde der Verlauf der AMP-Umsetzung im praxisrelevanten pH-Bereich von 4,0 bis 9,0 im 
Abstand von einer pH-Einheit, einschließlich des standardmäßig verwendeten pH-Wertes 7,4 
untersucht. 
Vorherige Untersuchungen haben eine Inaktivierung der TEM-1 bei sehr niedrigen pH-Werten 
und eine Reaktivierung bei pH-Anhebung in den neutralen Bereich ergeben (vgl. 4.1.1.2). In den 
Kontrollproben (Anhang A-10) ohne Enzymzusatz war keine Abnahme der AMP-Konzentra-
tion festzustellen. AMP ist somit bei allen getesteten pH-Werten über den Zeitraum von 24 h 
hinweg stabil.  
In Abb. 52 ist der Verlauf der AMP-Konzentration in Abhängigkeit von dem pH-Wert 
dargestellt. Bei pH 4,0 war nahezu keine Abnahme der AMP-Konzentration festzustellen. 
Dies bestätigt die Ergebnisse aus den ersten Versuchen mit TEM-1-haltigen Kulturüberstand, 
bei denen keine Enzymaktivität bei pH 2,0 bis pH 3,0 nachweisbar war. Die Aktivität der 
TEM-1 nimmt zunächst mit steigendem pH-Wert zu. Das Aktivitätsoptimum befindet sich im 
Bereich von pH 7,0. Mit einer weiteren Erhöhung des pH-Wertes sinkt die Umsatzge-
schwindigkeit wieder ab.  
 
 
Abb. 52: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von dem vorliegenden pH-Wert des KPi-Puffers, 
c₀(AMP) = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀,  Konstruktbezeich-
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Die Ergebnisse zeigen, dass die TEM-1 über einen sehr weiten pH-Bereich von pH 5,0 bis 
pH 9,0 aktiv ist, wobei das pH-Optimum im neutralen Bereich liegt. Bei niedrigen pH-Werten 
erfolgt eine reversible Inaktivierung. Höhere pH-Werte als pH 9,0 wurden nicht untersucht, 
da sie bei den meisten praktischen Anwendungen nicht von Bedeutung sind. Die Ergebnisse 
bestätigen somit die Angaben von L und C (1992) sowie  C et. al 
(1998), wonach das pH-Optimum ür die Aktivität der TEM-1 im Bereich von pH 6,5 bis 
pH 7,5 liegt [262, 263]. 
Die pH-abhängige Enzymaktivität beschreibt einen glockenörmigen Verlauf (Abb. 53), der 
bereits ür den TEM-1 Wildtyp in der Literatur beschrieben wurde und anhand des Reaktions-
mechanismus (vgl. Abb. 9) begründet werden kann[146]. Entscheidend ür die Reaktions-
geschwindigkeit sind die pH-bedingten Ladungsänderungen der Aminosäureseitenkeen im 
aktiven Zentrum des Enzyms. Neben der neutralen Seitenkette von Ser₇₀, die zur Bildung des 
Enzym-Substrat-Komplexes entscheidend ist, spielen die Aminosäuren Glutaminsäure (Glu₁₆₆) 
und Lysin (Lys₇₃) eine wesentliche Rolle beim Transfer einzelner Protonen sowie bei der 
Stabilisierung von Übergangszuständen (Lys₂₃₄). antenchemische Berechnungen und 
hochauflösende Strukturuntersuchungen ergaben, dass Glu₁₆₆ als unspezifische Base 
agiert[146–148]. Hierür muss die Carboxylguppe (pK = 4,25)[164] der Seitenkee deprotoniert 
vorliegen. Daraus resultiert der Aktivitätsverlust im sauren pH-Bereich. Die Aminogruppe 
der Lys-Seitenkee (pK = 10,53)[164] hingegen muss protoniert vorliegen, was allein allerdings 
noch nicht vollständig den Aktivitätsverlust bei höheren pH-Werten erklärt. 
 
 
Abb. 53: pH-Abhängigkeit der relativen Enzymaktivität der TEM-1-His. Enzymaktivität bestimmt aus 
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4.3.2.4 Variation der Temperatur 
 
Der Temperatureinfluss wurde in dem ür Realwässer relevanten Temperaturbereich von 
4 ℃ bis 30 ℃ untersucht. Standardmäßig wurden alle Versuche bei Raumtempera-
tur (20 ± 2 ℃) durchgeührt. Die Kontrollversuche, ohne Enzymzusatz, belegen, dass AMP bei 
allen Temperaturen über einen Zeitraum von mindestens 6 h hinweg stabil ist. Erst in den 
24 h-Proben war mit zunehmender Temperatur eine geringügige Abnahme der AMP-Kon-
zentration festzustellen.  
 
 
Abb. 54: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von der Temperatur, c₀(AMP) = 100 µM, Mess-
werte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstruktbezeichnung: MFα TEM-1-His, 
Triplikate 
 
Wie die Abbaukurven in Abb. 54 belegen, ist die TEM-1 bei allen getesteten Temperaturen 
aktiv. Zwischen 20 ℃ und 30 ℃ sind unter den gewählten Bedingungen keine signifikanten 
Unterschiede in der Umsatzgeschwindigkeit nachweisbar. Bei noch höheren Temperaturen 
ist eine zunehmende Inaktivierung in Folge der Denaturierung der Proteinstruktur des 
Enzyms zu erwarten. Bei 4 ℃ verläu die Umsetzung langsamer, wobei auch hier innerhalb 
von 24 h mehr als 95 % des eingesetzten AMP hydrolysiert werden konnten.  
 
4.3.2.5 Variation des Substrates 
Einsatz von Einzelsubstanzen 
Zur Charakterisierung des Anwendungsbereichs wurde die Substratspezifität der Histidin-
modifizierten TEM-1 in Kombination mit verschiedenen β-Lactam-Antibiotika aus der 
Gruppe der Penicilline und Cephalosporine getestet. Dabei handelte es sich um die gleichen 
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Nährmedien, also mit TEM-1 ohne angeügte Polyhistidinsequenz, untersucht wurden. 
Zunächst wurden alle Antibiotika als Einzelsubstanzen getestet. Der Verlauf der Umsetzung 
ist in Abb. 55 zusammengefasst.  
 
 
Abb. 55: Verlauf der enzymatischen Reaktion bei Einsatz verschiedener Antibiotika, jeweils Test der 
Einzelsubstanz, c₀ = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstrukt-
bezeichnung: MFα TEM-1-His, Triplikate 
 
Die Kontrollproben zeigen, dass alle verwendeten Antibiotika ohne Enzymzusatz über den 
Versuchszeitraum von 24 h hinweg stabil sind (Anhang A-11, Abb. A-7). Cephalosporine 
höherer Generationen, wie CEF, konnten mit Hilfe der TEM-1-His erwartungsgemäß nicht 
umgesetzt werden. In diesem Punkt bestätigen die Verläufe die Angaben der Fachliteratur 
zum Wirkspektrum der TEM-1[133, 142, 264] sowie die eigenen Ergebnisse mit TEM-1-haltigem 
Kulturmedium (Abschni 4.1.4.7). Die Penicilline AMP, AMX, Pen G und PIP wurden zügig 
hydrolysiert und waren nach 4 h nahezu vollständig umgesetzt. Demgegenüber war beim 
Einsatz von OXA, CET und CLX eine deutlich langsamere Reaktion zu beobachten. Hier 
waren nach einer Reaktionszeit von 24 h erst ca. 60 % des OXA, 25 % des CET und 20 % des 
ursprünglich eingesetzten CLX hydrolysiert. 
 
Einsatz als Mix 
Neben Experimenten mit Einzelsubstanzen wurden diese 8 Pharmaka auch als Gemisch 
eingesetzt, da bei der Anwendung der Enzyme in Realproben auch stets Mischungen ver-
schiedener Antibiotika vorliegen. Wird die Konzentration der Einzelsubstanzen von 100 µM 
je Antibiotikum beibehalten, kann keine oder nur eine sehr langsame Umsetzung festgestellt 
werden. Beispielsweise lagen nach 24 h noch 65 % der eingesetzten Pen G-Menge vor 
(vgl. Anhang A-11, Abb. A-8). Möglicherweise binden einzelne β-Lactam-Antibiotika, die 
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aktiven Zentrum der TEM-1-His. Wird die Gesamtkonzentration auf 100 µM reduziert, also 
12,5 µM je β-Lactam-Antibiotikum eingesetzt, so wurde der in Abb. 56 dargestellte Konzen-
trationsverlauf erhalten.  
 
 
Abb. 56: Verlauf der enzymatischen Reaktion bei Einsatz verschiedener Antibiotika als Mix, 
c₀ = 12,5 µM je β-Lactam-Antibiotikum d. h. Σc₀(Antibiotika) = 100 µM, Messwerte normiert 
auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstruktbezeichnung: MFα TEM-1-His, Triplikate  
 
In den enzymfreien Kontrollproben blieben die Konzentrationen aller verwendeten Antibio-
tika, unabhängig von der gewählten Ausgangskonzentration, über den Versuchszeitraum 
hinweg, konstant. In den Proben mit TEM-1-His nahm die Konzentration einiger Pharmaka 
in der Mischung im Verlauf von 24 h ab, wobei im Gegensatz zu den Versuchen mit 
Einzelsubstanzen signifikante Unterschiede bezüglich der Umsatzgeschwindigkeit zwischen 
den einzelnen Antibiotika festzustellen waren.  
Das strukturell einfachste und kleinste der getesteten Antibiotika, Pen G, wurde bevorzugt 
hydrolysiert. Die nächst schnelleren Umsatzgeschwindigkeiten zeigten die Aminopenicilline 
AMP und AMX. Beide besitzen, im Vergleich zu Pen G, eine zusätzliche Aminofunktionalität. 
AMX weist zudem eine am Benzylring in para-Position lokalisierte Hydroxyl-Gruppe auf. 
Eine im Vergleich zu diesen etwas langsamere Reaktion ist wiederum bei OXA, gefolgt von 
PIP, festzustellen, wobei die Konzentration beider Substanzen noch innerhalb der 24 h unter 
die Nachweisgrenze sank. PIP besitzt im Vergleich zu Pen G, eine große, polare Seitenkee. 
Diese erleichtert nicht nur das Passieren der Zellwand von gram-negativen Bakterien, 
sondern schirmt den β-Lactamring auch sterisch ab und reduziert somit die Anälligkeit 
gegenüber β-Lactamasen, welche durch Spaltung des β-Lactam-Rings zu einer Inaktivierung 
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Alle weiteren getesteten Pharmaka wurden nur sehr langsam oder gar nicht umgesetzt. Im 
Falle von CLX waren nach 24 h noch 70 % der Ausgangskonzentration nachweisbar. CLX 
gehört wie OXA zu den Isoxazolylpenicillinen und unterscheidet sich strukturell von OXA 
durch ein Chloratom, welches an der Phenylgruppe in ortho-Stellung positioniert ist. Dies 
ührt im Vergleich zu OXA zu einer geringeren Hydrolyserate, was vergleichbare Daten aus 
der Literatur bestätigen[133]. CEF konnte erwartungsgemäß, wie auch bereits bei den 
Versuchen mit TEM-1-haltigen Kulturüberständen, nicht umgesetzt werden. 
Vergleich des Umsatzes bei Einsatz von Einzelsubstanzen und im Mix: 
Ein Vergleich des zeitlichen Verlaufs der Antibiotikakonzentrationen bei dem Versuch mit 
Einzelsubstanzen (Abb. 55) und dem Mix aus 8 β-Lactam-Antibiotika (Abb. 56) zeigte Unter-
schiede im Umsetzungsverhalten. In Tab. 23 sind rechts zum besseren Vergleich die 
normierten Konzentrationen dieser Versuchsreihen mit TEM-1-His ür ausgewählte Reak-
tionszeiten gegenübergestellt. Da CEF, als Cephalosporin der 3. Generation, innerhalb des 
Versuchszeitraumes nicht umgesetzt wird, ist eine solche Betrachtung ür dieses Pharmakon 
hier nicht sinnvoll. Die Penicilline AMP, AMX, Pen G und PIP wurden beim Einsatz als 
Einzelsubstanz schneller umgesetzt als in der Mischung. Demgegenüber wurde ür OXA, CLX 
und CEF im Mix ein höherer prozentualer Umsatz erzielt. Zurückzuühren ist dieses 
Verhalten auf die begrenzte Enzymmenge, die sich auf die zur Verügung stehende Substrat-
menge aueilt. Während die einfach enzymatisch zu hydrolysierenden Penicilline AMP, 
AMX, Pen G und PIP in den Versuchsreihen als Einzelsubstanz schnell umgesetzt werden, 
stehen diese im Mix in Konkurrenz mit anderen, schwerer umzusetzenden Antibiotika wie 
OXA, CLX, CET oder CEF. Diese „blockieren" einen Teil der vorhandenen TEM-1-His 
temporär oder permanent, sodass diese nicht zur Transformation anderer Antibiotika zur 
Verügung steht. Ein unerwartetes Verhalten zeigte OXA. Während dieses im Gemisch relativ 
zügig, innerhalb von 24 h vollständig und schneller als PIP umgesetzt wurde, sind bei einer 
Ausgangskonzentration von 100 µM nach 24 h noch 35 % des ursprünglich eingesetzten OXA 
nachweisbar. Möglicherweise liegen noch weitere Effekte wie eine Substrathemmung vor, 
welche die Umsatzgeschwindigkeit beeinflussen.  
Bei einer praktischen Anwendung der Enzyme ist daher zu beachten, dass die Hydrolyserate 
in Abhängigkeit von dem vorliegenden β-Lactam-Antibiotikum (Art und Konzentration) 
variieren wird. Zudem sind beim Einsatz von Antibiotikamischungen abweichende Hydro-
lysegeschwindigkeiten zu erwarten. Antibiotika mit vergleichsweise geringen Hydrolyse-
raten werden in Mischungen, in denen sie zeitgleich mit einfacher umzusetzenden Wirk-
stoffen vorliegen, langsamer transformiert, was mit der Konkurrenz um limitierte Enzymbin-
dungsstellen sowie die teilweise Inhibierung dieser durch stabilere Antibiotika mit erweiter-
ten Wirkspektrum zurückzuühren ist. 
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  Tab. 23: Gegenüberstellung der Umsätze für ausgewählte β-Lactam-Antibiotika in 
Abhängigkeit vom verwendeten TEM-1-Konstrukt (mit oder ohne His-tag), Messwerte 
normiert auf die Ausgangskonzentration, einzelne Messwerte, die die veränderte 
Substrataffinität belegen, wurden farblich hervorgehoben 
besseren Vergleich wurden 
ausgewählte Antibiotika 
farbig hervorgehoben:  
 Blau: AMP-Umsatz:  
 Kein Einfluss des His-
tags; aber verringerte 
Hydrolysegeschwindigkeit 
bei Verwendung der 
Antibiotikamischung im 
Vergleich zum 
                                           Einsatz als Einzelsbustanz 
  Grün: CLX-Umsatz:   His-tag führt zu verringerten Hydrolysegeschwindigkeiten (im 
Vergleich zur Referenzsubstanz AMP) 
  Grau: CET-Umsatz:  His-tag führt zu verringerten Hydrolysegeschwindigkeiten (im 
Vergleich zur Referenzsubstanz AMP) 
   n. d. – nicht detektiert  
 
Enzym TEM-1 (ohne His) 
Matrix Kulturmedium W0-HLM 


































Mix je 10 mg·L⁻¹  
  (∑β₀ = 50 mg·L⁻¹ ) 
β-Lactam-Anti-




0 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 1,00 
1 0,06 0,93 0,02 0,87 0,65 0,26 0,74 0,25 
2 n. d. 0,84 n. d. 0,87 0,05 0,01 0,69 n. d. 
4 n. d. 0,73 n. d. 0,82 n. d. n. d. n. d. n. d. 
24 n. d. 0,11 n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. n. d. 
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Vergleich des Substratspektrums von TEM-1 und TEM-1-His 
Die Ergebnisse zeigen, welche β-Lactam-Antibiotika die TEM-1-His grundsätzlich hydro-
lysieren kann und geben Hinweise auf eine Änderung der Substrataffinität infolge des 
angeügten Histidin-tags. Der direkte, quantitative Vergleich der Umsatzgeschwindigkeiten 
von vorangegangenen Versuchen mit TEM-1-haltigen Kulturüberständen (Abschni 4.1.4.7) 
und TEM-1 His ist aufgrund der unterschiedlichen Reaktionsbedingungen bezüglich 
Substrat- und Enzymkonzentration sowie der abweichenden Zusammensetzung des Reak-
tionsmediums nicht zulässig. Allerdings geben die Ergebnisse Hinweise auf eine veränderte 
Substrataffinität, da sich die Umsetzung einzelner Substrate, wie CLX und CET, erheblich 
verlangsamt, während andere Antibiotika, wie AMP, in analoger Weise hydrolysiert werden. 
Durch Bezug auf diese als Referenz fungierende Substanz kann eine Änderung in der 
Substrataffinität in Folge der His-tag-Modifikation belegt werden. Um dies zu verdeutlichen, 
sind in Tab. 23 die Konzentrationen einzelner β-Lactam-Antibiotika bei der Umsetzung mit 
TEM-1 und TEM-1-His sowie als Einzelsubstanz und im Mix mit anderen β-Lactam-Antibiotika 
ür ausgewählte Reaktionszeiten gegenübergestellt.  
In vorangegangenen Untersuchungen konnte, unter Verwendung von TEM-1 ohne His-tag, 
bereits eindeutig gezeigt werden, dass dieses Enzym prinzipiell in der Lage ist, CLX nahezu 
vollständig innerhalb weniger Stunden umzusetzen (Tab. 23), wenn auch im Vergleich mit 
anderer Penicillinen etwas langsamer. Die Histidin-Modifikation der TEM-1 führte zu einer 
weiteren erheblichen Verringerung der Reaktionsgeschwindigkeit. Beachtliche Unterschiede in 
der Hydrolyseraten hinsichtlich der Verwendung von TEM-1 und TEM-1-His waren zudem bei 
CET festzustellen. Dieses Cephalosporin der 1. Generation konnte mittels TEM-1 umgesetzt 
werden, wenn auch bedeutend langsamer als die Penicilline. Nach 24 h Reaktionszeit waren 
nur noch 10 % des ursprünglich eingesetzten CET nachweisbar. Im Vergleich dazu waren bei 
Verwendung von TEM-1-His nach der gleichen Reaktionszeit noch 80 % vorhanden.  
Diese erheblichen Unterschiede in der Umsetzungsgeschwindigkeit sind nicht allein durch 
die veränderten Enzym- bzw. Antibiotika-Konzentrationen oder Matrixeffekte zu erklären, 
da parallel die Umsetzung der Penicilline, wie AMP, vergleichbar schnell verlief. Die 
Ergebnisse deuten somit auf eine veränderte Substrataffinität infolge der Histidin-Modifi-
kation der TEM-1 hin, welche die Antibiotika CLX und CET betri. Die zusätzlich angeügte 
Histidinsequenz könnte den Zugang dieser Antibiotika zum aktiven Zentrum der TEM-1 
sterisch hindern oder durch Wechselwirkungen mit einzelnen Aminosäuren eine Modifika-
tion der Konformation bewirken, die eine veränderte Substrataffinität zur Folge hat[170–172].  
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4.3.2.6 Variation der Substratkonzentration 
 
Die in diesen Versuchsreihen eingesetzte Antibiotika-Konzentration von 100 µM über-
schreitet typische Konzentrationen dieser Spurenstoffe in der Umwelt sowie in Abwässern, 
z. B. von Kliniken oder der pharmazeutischen Industrie, um ein Vielfaches[73, 265]. Diese ver-
gleichsweise hohe Ausgangskonzentration wurde gewählt, um die Abnahme der β-Lactam-
Antibiotika in Abhängigkeit von verschiedenen Parametern zuverlässig quantifizieren zu 
können. Messungen im Bereich der analytischen Leistungsgrenzen wären nicht zielührend. 
Eventuell notwendige Probenvorbereitungsmethoden (Anreicherung, clean-up) wären sehr 
aufwendig und würden zu zusätzlichen Fehlern ühren. Zudem ist bei der Wahl der 
Ausgangskonzentration zu berücksichtigen, dass einzelne unerlässliche Schrie im Versuchs-
ablauf, z. B. die Inaktivierung der TEM-1 durch Sulbactam-Lösung, oder die Zugabe von ISTD, 
eine gewisse Verdünnung der Probe bedingen. Des Weiteren minimiert dieser Verdünnungs-
schri störende Matrixeinflüsse. Dies war, gerade bei der Untersuchung stark belasteter Real-
wässer, wie Kläranlagenzulauf, oder beim Einsatz von enzymhaltigem Kulturüberstand, 
vorteilha und schonte die hochsensiblen Analysengeräte.  
Da enzymatische Reaktionen der Michalis-Menten-Kinetik folgen, ist die Reaktionsgeschwin-
digkeit auch abhängig von der Substratkonzentration, also in diesem Fall von der 
β-Lactam-Antibiotika-Konzentration. Wenn die Substratkonzentration wesentlich kleiner als 
Kₘ ist, ist die Reaktionsgeschwindigkeit in erster Näherung proportional zur Substrat-
konzentration. Im Bereich der Substratsäigung oder dem Übergangsbereich gilt dies nicht. 
Demnach sind bei niedrigeren Antibiotika-Konzentrationen, wie sie in der Umwelt 
vorkommen, wesentlich geringere Umsatzraten zu erwarten. Um zu untersuchen, ob dennoch 
ein vollständiger Umsatz der Antibiotika in akzeptablen Zeiträumen möglich ist, wurde der 
Einfluss niedriger Antibiotika-Konzentration systematisch untersucht.  
Die standardmäßig eingesetzte Ausgangskonzentration von 100 µM AMP wurde auf 10 µM, 
1 µM und 0,1 µM verringert. Bedingt durch die Bestimmungsgrenze von 1,4 nM war der 
Einsatz noch niedrigerer Ausgangskonzentrationen zunächst nicht möglich, da die 
Versuchsdurchührung und Probenvorbereitung vor der antifizierung miels LC-MS/MS 
infolge der Zugabe von Inhibitorlösung und internen Standard bereits eine Verdünnung der 
Proben bedingen und zudem die Abnahme der AMP-Konzentration verfolgt werden sollte. 
Für alle vier getesteten Ausgangskonzentrationen im Bereich von 100 µM bis 0,1 µM konnte 
eine vollständige Umsetzung innerhalb von wenigen Stunden festgestellt werden (Abb. 57). 
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Abb. 57: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von der gewählten Ausgangskonzentration c₀, 
c₀(AMP) = 0,1 µM, 1 µM, 10 µM, 100 µM, Messwerte jeweils normiert auf die Ausgangskonzen-
tration c₀, Konstruktbezeichnung: MFα TEM-1-His, Triplikate  
 
Über die Ermilung der bereits umgesetzten Substratmenge nach einer definierten Zeit kann 
die initiale Reaktionsgeschwindigkeit zu Versuchsbeginn ür die gewählten Substratkon-
zentrationen bestimmt werden. Im vorliegenden Versuch wurde hierür die umgesetzte 
Substratkonzentration nach 30 min Reaktionszeit verwendet, um die in Tab. 24 aufgeührten 
initialen Reaktionsgeschwindigkeiten zu berechnen.  
 
Tab. 24: Übersicht zu den ermittelten initialen Umsatzgeschwindigkeiten v₀ in Abhängigkeit von der 
getesteten AMP-Ausgangskonzentration c₀ 
c₀(AMP) in µM Umsatz nach 30 min 
Reaktionszeit in µM 
v₀ in µM·h¯¹ 
100   49,6 99,1 
10     7,2 14,4 
1     0,3      0,7 
0,1       0,07        0,13 
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Die ermielten Reaktionsgeschwindigkeiten sind annähernd proportional zu den einge-
setzten AMP-Konzentrationen. Für das Enzym TEM-1-His ist daher anzunehmen, dass diese 
Substratkonzentrationen unterhalb von Kₘ und damit im annähernd linearen Abschni der 
Michaelis-Menten-Kinetik liegen. Dies konnte, wie die Ergebnisse in Abb. 59 zeigen, in 
weiteren Untersuchungen bestätigt werden. 
Die niedrigste in dieser Versuchsreihe getestete Konzentration 0,1 µM entspricht ür AMP 
einer Massenkonzentration von ca. 35 µg·L⁻¹ und liegt damit im oberen Bereich der zu erwar-
tenden Konzentrationen von realen Abwässern[81]. In Kläranlagen und Oberflächenge-
wässern sind zumeist niedrigere Konzentrationen im ng·L⁻¹ zu erwarten[266]. 
Durch den Einsatz des deutlich sensitiveren Analysengerätes LC-MS/MS-6500+ konnten 
zeitweise Versuchsreihen mit umweltrelevanten Konzentrationen im ng·L⁻¹-Bereich durch-
geührt werden. Als Ausgangskonzentration wurde eine 1 nM-Lösung (entspricht ür AMP 
349 ng·L⁻¹) gewählt. Wie die Ergebnisse in Abb. 58 veranschaulichen, werden auch diese 
geringen Konzentrationen innerhalb von wenigen Stunden nahezu vollständig umgesetzt.  
 
 
Abb. 58: Verlauf der AMP-Umsetzung im Bereich von umweltrelevanten Antibiotika-Konzentrationen, 
c₀(AMP) = 1 nM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstruktbezeichnung: 
MFα-TEM-1-His, Triplikate 
 
4.3.2.7 Kinetik der enzymatischen Reaktion mit TEM-1-His 
 
Zur Charakterisierung der Kinetik enzymatischer Reaktionen werden, wie unter 2.4 beschrie-
ben, häufig die maximale Umsatzgeschwindigkeit vₐₓ und die Michaelis-Menten-Konstan-
te K herangezogen. Auf diese Weise kann die Konzentrationsabhängigkeit der Reaktions-
geschwindigkeit beschrieben werden. Diese Parameter wurden auch ür die enzymatische 













TEM-1,     1 nM
24 
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initialen Reaktionsgeschwindigkeiten v₀ in Abhängigkeit von den AMP-Ausgangskonzentra-
tionen c₀, wie in Abb. 59 dargestellt, aufgetragen. Durch die Anwendung von nichtlinearen 
Regressionsalgorithmen ist es möglich, die genannten Parameter näherungsweise zu bestim-
men. Die maximale Reaktionsgeschwindigkeit vₘₐₓ ür die enzymatische Umsetzung von 
AMP beträgt ür die isolierte TEM-1-His, unter den vorliegenden Reaktionsbedingungen 
(0,1 M KP, pH 7,4, 20 ℃), ca. 304 µM·h¯¹. Die halbmaximale Umsatzgeschwindigkeit wird bei 
K = 224 ± 31 µM erreicht. Der K-Wert charaktersiert die Affinität des Enzyms zum Substrat. 
Erstrebenswert sind grundsätzlich niedrige Werte, da der K-Wert derjenigen Konzentration 
entspricht, bei welcher die halbmaximale Umsatzgeschwindigkeit erreicht wird. Da kaum 
Werte ür in S. cerevisiae exprimierte Enzyme zur Verügung stehen, werden ür einen 
Vergleich mit Literaturangaben Daten aus dem Modelorganismus E. coli herangezogen. Für 
die Enzymklasse der β-Lactamasen werden in Kombination mit dem Substrat AMP K-Werte 
im Bereich von 0,16 bis 455 µM beschrieben[267]. Für TEM-1 β-Lactamasen im Speziellen 
liegen die mit AMP ermielten K-Werte zwischen 38 und 79 µM[251–253]. Der im Rahmen 
dieser Arbeit ermielte Wert ist mit K = 224 ± 31 etwas höher, liegt aber prinzipiell in der 
gleichen Größenordnung. Änderungen der Substrataffinität können in den verschiedenen 
Wirtsorganismen, unterschiedlichen Versuchsbedingungen und dem angeügten His-tag 
begründet sein.  
 
 
Abb. 59: Bestimmung der maximalen Umsatzgeschwindigkeit vmax und der Michaelis-Menten-Kon-
stante Km durch Auftragung der ermittelten initialen Reaktionsgeschwindigkeiten v₀ gegen die 


















𝐸𝐸0 =  
𝐸𝐸𝑚𝑚𝐸𝐸𝑚𝑚 ·  𝑐𝑐₀(𝐴𝐴𝐴𝐴𝑃𝑃)
   𝐾𝐾𝑚𝑚 + 𝑐𝑐₀(𝐴𝐴𝐴𝐴𝑃𝑃)
 
𝑚𝑚𝑃𝑃𝑃𝑃:  𝐸𝐸𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚𝑚 = 304,2 ± 14,4 µM·h¯¹ 
          𝐾𝐾𝑚𝑚    = 224,5 ± 30,74 µM 
vₐₓ 
vₐₓ 
                                 _ 
2 
K 
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4.3.2.8 Untersuchungen zur Umsetzung in Realwässern 
Einfluss der Art des Realwassers auf die enzymatische AMP-Umsetzung 
Die Ergebnisse zur Variation einzelner Parameter wie Temperatur, Pufferart und -konzen-
tration sowie insbesondere des pH-Wertes belegen die hohe Widerstandsähigkeit der TEM-1 
gegenüber einer weiten Bandbreite an verschiedensten Randbedingungen. Die Ergebnisse 
legen nahe, dass dieses robuste Enzym auch in anspruchsvollen, komplexen Matrices, 
zumindest temporär, beständig ist. Für eine Überprüfung der Stabilität und enzymatischen 
Aktivität wurden der Zu- und Ablauf der Kläranlage Dresden-Kaditz ausgewählt. Zum Ver-
gleich wurde der standardmäßig verwendete KP eingesetzt.  
Von allen zuvor getesteten Parametern beeinflussen vor allem Änderungen des pH-Wertes 
die Umsetzungsgeschwindigkeit erheblich. Da sich die ausgewählten Kläranlagenwässer 
hinsichtlich ihrer pH-Werte unterscheiden, wurde in zusätzlichen Versuchsreihen der 
Zu- und Ablauf auf den standardisierten pH-Wert von 7,4 eingestellt. Somit konnte der 
Verlauf der AMP-Umsetzung in verschiedenen Matrices, aber unabhängig vom vorliegenden 
pH-Wert, untersucht werden.  
Obwohl zu erwarten ist, dass in den Realwässern bereits AMP vorhanden ist, wurden die 
Proben vor Versuchsbeginn mit AMP dotiert. Dieses Vorgehen war aus mehreren Gründen 
notwendig. Die AMP-Konzentration wird zwischen Proben unterschiedlicher Herkun 
variieren, was nach Michaelis-Menten einen Einfluss auf die Reaktionsgeschwindigkeit der 
enzymatischen Umsetzung hat. Der Zusatz dieser vergleichsweise hohen AMP-Konzentration 
nivelliert eventuell vorhandene Unterschiede in dem AMP-Gehalt der einzelnen Proben und 
stellt eine in allen Proben einheitliche Ausgangskonzentration sicher. Diese standardisiert 
eingesetzte Konzentration erlaubt zudem einen sicheren Nachweis der Konzentrations-
abnahme, auch in stark belasteten Proben, z. B. mit einem hohen Organik-Anteil, da die 
Proben vor der Messung am LC-MS/MS verdünnt und die Matrixeinflüsse somit minimiert 
werden. Die Verdünnung ist zudem vorteilha, da die vorhandene antifizierungsmethode 
im Vorfeld nicht bezüglich dieser Matrices optimiert wurde und somit eine weitgehende 
matrixfreie Probe zur Verügung steht. Zudem ist diese Art der Probenmessung schonend ür 
Trennsäule, Ionenquelle und Detektor.  
Um einen möglichst realistischen Eindruck von dem zeitlichen Verlauf der enzymatischen 
Umsetzung in Kläranlagenwässern zu erhalten, wurden die Proben frisch am gleichen Tag 
der Probenahme ür diese Versuchsreihen herangezogen. Eine längere Lagerung sowie 
Bedingungen, wie Kühlung oder Einfrieren der Proben, wurden bewusst vermieden, um 
Veränderungen der Realwässer weitgehend zu vermeiden. Die zur Verügung stehende 
Enzymmenge begrenzte allerdings die Ansatzvolumina und somit auch die Volumina der 
Verlaufsproben. Daher mussten die Wasserproben vor Versuchsbeginn filtriert werden, da die 
anschließende Quantifizierung mit vorgeschalteter chromatographischer Trennung partikel-
freie Lösungen zwingend erforderte und eine Filtration der entnommenen Verlaufsproben 
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aufgrund des geringen Volumens von 1 mL nicht praktikabel war. Somit wurden im Rahmen 
dieser Experimente mit Realwässern die Einflüsse von gelösten Matrix-Bestandteilen auf den 
Verlauf der enzymatischen AMP-Hydrolyse untersucht. Andere Prozesse, wie die eventuelle 
Sorption von AMP an partikulären Matrixbestandteilen oder biologische Prozesse, die 
möglicherweise zum Abbau von TEM-1-His oder AMP ühren und somit die enzymatische 
AMP-Eliminierung überlagern, konnten somit ausgeschlossen werden.  
Die Ergebnisse der einzelnen Versuchsreihen sind der Abb. 60 zu entnehmen. Um die Stabi-
lität von AMP in der jeweiligen Matrix zu untersuchen, wurden Experimente ohne Enzym-
zusatz durchgeührt. Diese zeigen, dass AMP sowohl im KP als auch im Kläranlagenablauf 
über 24 h hinweg stabil ist. Im Kläranlagenzulauf blieb die Konzentration in den ersten 4 h 
zunächst relativ konstant, sank dann aber ab, sodass nach 24 h nur noch 35 % der ursprüng-
lich eingesetzten Menge vorlagen. Dies ist bemerkenswert, da angesichts der zuvor durchge-
ührten Sterilfiltration der Wasserproben biologische Abbauprozesse und Sorptionsprozesse, 
die eine solche Abnahme der AMP-Konzentration bedingen könnten, auszuschließen sind. 
Zu beachten ist allerdings, dass die Versuchsdurchührung unter nicht-sterilen Bedingungen 
erfolgte. Eine Wiederverkeimung der Wässer ist gerade in Anbetracht des hohen Nährstoff-
gehalts von Kläranlagenzulauf als sehr wahrscheinlich anzusehen. Zudem ist der experimen-
tell bestimmte AMP-Konzentrationsverlauf mit dieser ese schlüssig zu erklären.  
 
 
Abb. 60: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von der eingesetzten Matrix (KPi, Kläranlagen-
ab- und –zulauf bei verschiedenen pH-Werten), c₀(AMP) = 100 µM, Messwerte normiert auf 
die Ausgangskonzentration c₀, Konstrukt: MFα TEM-1-His, Kontrolle: ohne TEM-1-His-
Zusatz, Triplikate  
 
In der zunächst sterilen Probe ist die AMP-Konzentration stabil. Im Verlauf des Experimentes 
erfolgt aufgrund der nicht-sterilen Versuchsbedingungen eine Wiederverkeimung. Nach einer 
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war, vermehren sich die Mikroorganismen exponentiell. Infolge dieser biologischen Aktivität 
wird auch der AMP-Gehalt verringert. Außerdem wird das mikrobielle Wachstum im Zulauf 
durch die gute Nährstoffverügbarkeit besonders begünstigt. Im wesentlich nährstoffärmeren 
Ablauf und im KP gab es hingegen innerhalb von 24 h keine Hinweise auf einen 
mikrobiologische AMP-Umsatz in den Kontrollproben. 
In den Proben mit TEM-1-His-Zusatz nimmt der AMP-Gehalt in allen Matrices ab, wobei die 
schnellste Umsetzung in KP, gefolgt von Kläranlagenab- und –zulauf erfolgte, wie die Daten 
in Abb. 61 verdeutlichen. Innerhalb von 4 h konnten im KP 96 %, in den Ablaufproben 85 % 
und im Zulauf annähernd 50 % der eingesetzten AMP-Konzentration entfernt werden. Damit 
nimmt die Konzentration in den Zulaufproben mit Enzymzusatz deutlich schneller ab, als in 
den zugehörigen Kontrollproben, bei denen nach 4 h Reaktionszeit noch ca. 95 % des 
eingesetzten AMP vorhanden waren. Somit ist die TEM-1-His in allen untersuchten Real-
wässern aktiv, wobei komplexere Matrices, wie der Kläranlagenzulauf, offensichtlich eine 
Verminderung der enzymatischen Aktivität bewirken. 
 
 
Abb. 61: Prozentuale umgesetzte AMP-Menge nach 4 h Reaktionszeit in Abhängigkeit von der Matrix, 
c₀(AMP) = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstrukt: 
MFα TEM-1-His, Triplikate 
 
Proben, die sich nicht hinsichtlich der Matrix, sondern nur bezüglich des pH-Wertes unter-
schieden, also Ablauf mit dem original vorliegenden pH-Wert von pH 6,9 und dem zusätzlich 
eingestellten pH 7,4 sowie den beiden Zulaufproben mit pH 8,0 und pH 7,4, zeigten keine 
signifikanten Unterschiede im zeitlichen Verlauf der enzymatischen AMP-Umsetzung. Daher 
wird im Folgenden zu Gunsten einer besseren Übersichtlichkeit auf die Darstellung der 
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Stabilität der TEM-1-His in Abhängigkeit von der Expositionszeit in verschiedenen Matrices 
Für einen technischen Einsatz des Enzyms zum Abbau von Spurenstoffen ist auch die 
Wirksamkeit der TEM-1-His bei längerer Exposition in stark belasteten Wässern bedeutsam. 
Hierzu wurde eine Vielzahl an Versuchsreihen durchgeührt, bei denen die TEM-1-His vor 
der AMP-Zugabe ür einen definierten Zeitraum in dem jeweiligen Medium inkubiert wurde. 
Die eigentliche Untersuchung der enzymatischen Spurenstoffumsetzung startete an-
schließend, nach einer Expositionsdauer von 1 h, 2 h, 4 h bzw. 24 h, mit der Zugabe von AMP 
(100 µM). Die Ergebnisse dieser Untersuchungen zum Einfluss unterschiedlicher Expositions-




Abb. 62: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von der vorliegenden Matrix und der vorange-
gangenen Expositionszeit (tex = 0, 1, 2, 4 oder 24 h) der TEM-1-His in ebendieser Matrix, 
c₀(AMP) = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstrukt: 











































KPi: pH 7,4 
Ablauf: pH 6,9 
Zulauf: pH 8,0 
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Wie die Ergebnisse in Abb. 62 zeigen, nimmt die Aktivität der TEM-1-His mit zunehmender 
Expositionsdauer ab, was sich in einer langsameren Elimination des Antibiotikums wider-
spiegelt. Diese zunehmende Inaktivierung des Enzyms ist im erheblichen Maße von der ver-
wendeten Matrix abhängig. Während die enzymatische Aktivität bei der Inkubation in 0,1 M 
KP kaum abnimmt, sinkt diese bei komplexeren Matrices, wie dem Kläranlagenablauf, sukzes-
sive mit der Expositionszeit. Der Kläranlagenzulauf weist im Vergleich zum Ablauf eine wesent-
lich höhere Konzentration an anorganischen und organischen Verbindungen auf. Demzufolge 
ist ein Abbau oder eine Hemmung der TEM-1-His in dieser Matrix wahrscheinlicher. 
Vielältige Prozesse können zu einer Verringerung der enzymatischen Aktivität beitragen. 
Biologisch aktive Makromoleküle, wie Proteasen oder Peptidasen, sind in der Lage, Enzyme 
abzubauen. Darüber hinaus kann eine Hemmung in Gegenwart von Metallionen oder Inhibi-
toren, wie Sulbactam, erfolgen. Weitere Substanzen, wie nicht oder schwer abbaubare 
Substrate, welche um die Bindungsstellen im aktiven Zentrum des Enzyms konkurrieren und 
dieses temporär oder permanent blockieren, können zu einer verminderten Enzymaktivität 
beitragen. Allerdings sollten diese Effekte sehr schnell eintreten und nicht systematisch über 
mehrere Stunden ansteigen. Wahrscheinlicher ist daher, dass die zunehmende Inaktivierung 
des Enzyms mit einem fortschreitenden Wachstum von Mikroorganismen einhergeht, in 
dessen Folge die TEM-1-His selbst abgebaut wird. 
Im Kläranlagenzulauf konnte nur in der ersten Versuchsreihe, ohne vorherige Inkubation der 
TEM-1, die enzymatische Aktivität eindeutig nachgewiesen werden, da hier eine Verringerung 
der AMP-Konzentration auftritt, während die Konzentration in den Kontrollproben noch 
konstant blieb. Wird hingegen das Enzym zunächst 1 h im Zulauf inkubiert und anschließend 
AMP zugegeben (Zu, tₑₓ = 1 h), so wird kein enzymatischer AMP-Umsatz nachweisbar. Die 
Ergebnisse sprechen dafür, dass diese Inaktivierung auf eine Wirkung im Bereich des aktiven 
Zentrums zurückzuführen ist, da in Gegenwart von hohen AMP-Konzentrationen (100 µM), 
welche im aktiven Zentrum binden und dieses somit temporär blockieren, dieser 
Aktivitätsverlust langsamer eintritt im Vergleich zur Versuchsreihe, bei der das Enzym zunächst 
1 h ohne AMP im Zulauf inkubiert wurde.  
Gerade β-Lactam-Antibiotika, wie AMX, AMP oder PIP, werden häufig in Kombination mit 
geeigneten β-Lactamase-Inhibitoren, wie Sulbactam, Tazobactam oder Clavulansäure, appliziert, 
sodass deren Auftreten, ebenso wie die Wirkstoffe selbst, in urbanen Abwässern zu erwarten 
ist[136, 248, 249]. Diese kompetitiven Inhibitoren, welche selbst keine nennenswerte bakterizide oder 
bakteriostatische Wirkung aufweisen, inaktivieren β-Lactamasen irreversibel und unterstützen 
somit im Organismus die Wirksamkeit der eigentlichen Medikamente[114, 268]. Die im Vergleich 
zu den Antibiotika erhöhte enzymatische Stabilität begünstigt zudem das Auftreten dieser 
Substanzen im Kläranlagenzulauf. Da die zugesetzte AMP-Konzentration (100 µM ≙ 35 mg∙L⁻¹) 
die zu erwartenden Inhibitor-Mengen (ng∙L⁻¹ bis µg∙L⁻¹) erheblich übersteigt, ist bei gleichzeitiger 
Zugabe von Enzym und AMP zunächst der Umsatz des Antibiotikums wahrscheinlicher. 
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Der gleiche Kurvenverlauf wird auch nach 2- und 4-stündiger Expositionsdauer beobachtet. 
Bei allen drei Expositionszeiten konnte erst nach einer Reaktionszeit von 24 h eine 
Verringerung der AMP-Konzentration festgestellt werden. Diese AMP-Eliminierung ist auch 
in der Kontrollprobe festzustellen und daher, wie bereits diskutiert, höchst wahrscheinlich 
auf das Wachstum von Mikroorganismen in den Wasserproben und somit nicht eindeutig auf 
die Aktivität des rekombinanten Enzyms zurückzuühren.  
Diese ese der zunehmenden Wiederverkeimung erklärt auch die gesteigerte AMP-Umsatz-
rate nach einer Expositionszeit von 24 h, da nach dieser Zeit eine ausreichende Anzahl an 
Mikroorganismen zur Umsetzung des Antibiotikums zur Verügung stand.  
Auch der Kurvenverlauf der Ablaufproben deutet auf einen zunehmenden mikrobiellen 
Bewuchs hin. Die TEM-1-Aktivität nimmt innerhalb der ersten 4 h Reaktionszeit mit zu-
nehmender Expositionsdauer ab. Wird das Enzym 24 h inkubiert, so ist in den anschließenden 
4 h nur eine geringügige Verringerung der AMP-Konzentration um ca. 10 % nachweisbar. 
Im weiteren Verlauf wird der AMP-Umsatz beschleunigt, sodass nach 24 h nur noch 3 % des 
ursprünglich vorhandenen AMP vorlagen. 
Für eine endgültige Bestätigung dieser Erklärungsansätze wären die parallele Durchührung 
von Kontrollproben, eine kontinuierliche Beprobung, um auch den Konzentrationsverlauf im 
Zeitfenster zwischen 6 h und 24 h erfassen zu können, sowie die gleichzeitige analytische 
Erfassung von Enzym bzw. Mikroorganismen notwendig, was aufgrund von begrenzten 
Kapazitäten und Möglichkeiten innerhalb des Projektes nicht realisiert werden konnte.  
Zur Verdeutlichung und antifizierung dieses Aktivitätsverlustes in Abhängigkeit von der 
Inkubationszeit sowie der verwendeten Matrix wurden die erfassten AMP-Konzentrationen 
nach einer Reaktionszeit von 4 h ausgewertet. Hierür wurden, bezogen auf die Ausgangs-
konzentration, die prozentual umgesetzte Menge an AMP nach 4 h Reaktionszeit berechnet, 
die Ergebnisse der Versuchsreihe ohne vorherige Inkubationszeit, welche zumeist den 
schnellsten Umsatz zeigten, auf 100 % normiert und alle weiteren Versuchsreihen der 
gleichen Matrix auf diese bezogen. 
Abb. 63 zeigt deutlich, dass bei Inkubation in KP nur eine geringe Aktivitätsabnahme der 
TEM-1-His zu verzeichnen ist. Demgegenüber nimmt die Aktivität im Ablauf deutlich und 
kontinuierlich ab. Wird der pH-Wert des Kläranlagenablaufs leicht angehoben auf pH 7,4, so 
werden etwas höhere Umsatzraten erzielt. Im Kläranlagenzulauf ist bereits nach einer 1-
stündigen Inkubation keine TEM-1-His-Aktivität mehr festzustellen. Bemerkenswert ist die 
Steigerung der Umsatzrate nach 24-stündiger Exposition, wobei die ursprünglich vorhandene 
Aktivität sogar übertroffen wird. Diese AMP-Eliminierung ist nicht auf die enzymatische 
Aktivität der TEM-1-His zurückzuühren, sondern vielmehr die Folge eines zunehmenden 
Wachstums von Mikroorganismen in den Proben.  
Die Versuche belegen, dass das Enzym TEM-1-His prinzipiell in den untersuchten Real-
wässern aktiv ist und ür die Umsetzung von β-Lactam-Antibiotika eingesetzt werden kann. 
Sie zeigen aber auch eine relativ schnelle Inaktivierung des Enzyms, wobei deren Ausmaß 
von der Matrix abhängt. Dies muss bei einer praktischen Anwendung berücksichtigt werden, 
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indem z. B. eine kontinuierliche Zugabe der Enzyme gewährleistet wird oder andere 
Anwendungsfelder wie die Auereitung von Abwässern der pharmazeutischen Industrie, 
mit einer weniger komplexen Matrix, erschlossen werden. 
 
 
Abb. 63: AMP-Umsatz nach 4 h Reaktionszeit in Abhängigkeit von der Expositionszeit des Enzyms in 
der jeweiligen Matrix, c₀ = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, 
Konstrukt: MFα TEM-1-His, Triplikate 
 
4.3.2.9 Langzeitstabilität der isolierten TEM-1-His 
 
Neben der Aktivität der TEM-1-His unter verschiedensten Bedingungen ist auch die Lager-
stabilität dieses Enzyms von Interesse. Im Rahmen dieser Arbeit wurde die gereinigte und 
konzentrierte Enzymlösung zu Aliquoten von je 50 µL im Tieühlschrank bei −20 ℃ gelagert. 
Wie bereits erwähnt, wurden bei der Untersuchung von zahlreichen Einflussfaktoren und 
Randbedingungen stets Versuchsreihen unter standardisierten Bedingungen (0,1 M KP, 
pH 7,4, Raumtemperatur ≙ 20 ℃, Enzymverdünnungsfaktor 1:500, β-Lactam-Antibiotikum: 
AMP, c₀(AMP) = 100 µM, Triplikate) durchgeührt, um die Vergleichbarkeit zu gewährleisten. 
Diese Versuchsreihen unter Standardbedingungen können zur Beurteilung der Langzeitstabi-
lität der Enzymlösung herangezogen werden und wurden in Abb. 64 zusammengefasst.  
Alle Reihen wurden als Triplikate angesetzt, wobei die Messwerte innerhalb eines Versuchstages 
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erforderlich, die zu einer Varianz der erhaltenen Messwerte beitragen können, wie z. B. mehr-
faches, manuelles Pipeieren von Lösungen und anschließendes Homogenisieren der 
Mischungen, das Zusammenügen des Reaktionsansatzes (aus Puffer, Enzymlösung und 
β-Lactam-Antibiotikum), die regelmäßigen Probenahmen, teilweise sehr kleine Volumina 
oder die Probenvorbereitung ür die Analytik, welche die Inhibierung mit Sulbactam-Lösung 
und den Zusatz eines ISTD beinhaltete. Die zumeist geringen Standardabweichungen der 
Messwerte eines Versuchstages verdeutlichen, dass trotz der Vielzahl an manuell durchge-
ührten Schrien, diese Tätigkeiten exakt und reproduzierbar ausgeührt werden konnten, 
was auf eine hohe Robustheit der Methodik hinweist. Bei der Betrachtung von Reihen unter-
schiedlicher Versuchstage ergeben sich aber auch größere Abweichungen im zeitlichen 
Verlauf der AMP-Umsetzung. Während die Reihen nach einer Lagerung von 43, 44, 94, 123 
und 201 Tagen einen ähnlichen Verlauf zeigen, weichen die Versuche nach 0 und 85 Tagen 
von diesen ab. Diese Variationen resultieren möglicherweise aus geringen Abweichungen bei 
der Verdünnung des gereinigten Enzyms (zunächst Faktor 1:9 v/v). 
 
 
Abb. 64: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von der Lagerdauer der gereinigten TEM-1-His, 
Lagerbedingungen: -20 °C, 50 µL Aliquote in Eppendorf-Reaktionsgefäß, Versuchsbedin-
gungen: 0,1 M KPi, pH 7,4, c₀(AMP) = 100 µM, Messwerte normiert auf Ausgangskonzen-
tration c₀, Triplikate 
 
Ein Trend in Richtung einer abnehmenden Enzymaktivität mit zunehmender Lagerdauer ist 
innerhalb des untersuchten Zeitraums nicht festzustellen. Die Auewahrung bei -20 ℃ ist 
somit eine geeignete Lagermethode, bei der innerhalb eines Jahres keine wesentlichen 











    0 Tage
  43 Tage
  44 Tage
  85 Tage




Ergebnisse und Diskussion 
131 
4.3.3 Zwischenfazit: spezifische enzymatische Aktivität der TEM-1-His in 
Abhängigkeit von verschiedenen Versuchsparametern  
 
Zum besseren Vergleich der unter 4.3.2 diskutierten Ergebnisse zur enzymatischen Um-
setzung von β-Lactam-Antibiotika bei unterschiedlichen Versuchsparametern, wurden die 
spezifischen Enzymaktivitäten ür die einzelnen Versuchsreihen ermielt. Dazu wurde die 
umgesetzte Antibiotika-Stoffmenge nach einer definierten Reaktionszeit bestimmt (in 
µmol·min⁻¹ entspricht der Enzymaktivität in U) und auf die vorliegende Enzymmasse 
(U·mg¯¹) bezogen (vgl. 3.4.3.12).  
Bei jedem Experiment wurden stets Ansätze unter standardisierten Versuchsbedingungen 
durchgeührt, wobei die Umsatzgeschwindigkeit zwischen Reihen unterschiedlicher 
Versuchstage variierte, wie die zusammenfassende Darstellung in Abb. 64 verdeutlicht. Zur 
besseren Beurteilung des Einflusses ausgewählter Parameter auf die TEM-1-His-Aktivität 
wurden daher die ermielten spezifischen Enzymaktivitäten auf den parallel bearbeiteten 
Standardversuch normiert (Abschni 3.4.3.12). Dies ermöglicht einen direkten Vergleich der 
Ergebnisse aller Versuchsreihen untereinander, unabhängig vom untersuchten Parameter, 
Versuchstag und eingesetzten TEM-1-His-Aliquot. Eine zusammenfassende Darstellung der 
ermielten relativen, spezifischen Enzymaktivitäten in Abhängigkeit von ausgewählten Ver-
suchsparametern ist in Abb. 65 gegeben. 
Diese Gegenüberstellung zeigt den Aktivitätsbereich der TEM-1-His und verdeutlicht die 
Auswirkung einzelner Parameter auf die enzymatische Aktivität. Das Enzym ist über einen 
weiten pH-Bereich von pH 4 bis pH 9 aktiv, wobei die schnellste Umsetzung im Bereich von 
pH 6 bis pH 7 nachgewiesen wurde. Die Auswirkung auf die Reaktionsgeschwindigkeit war 
bei der Variation des eingesetzten Puffers, dessen Konzentration und hinsichtlich der 
Temperatur, bei der die Experimente durchgeührt wurden, vergleichsweise gering. 
Zwischen den Puffern HEPES, MES und MOPS sowie den Temperaturen 20 ℃ und 30 ℃, 
konnten keine signifikanten Unterschiede bezüglich der enzymatischen Aktivität festgestellt 
werden. Für die Pufferkonzentration lassen die experimentellen Daten ein Optimum bei 
0,1 M KP vermuten, wobei hier weitere Versuche mit noch höheren Pufferkonzentrationen 
ür eine eingehendere Beurteilung erforderlich wären. Die Untersuchungen zum pH-Bereich, 
der Pufferkonzentration und der Temperatur haben gezeigt, dass die TEM-1-His in dem ür 
praktische Anwendungen relevanten Arbeitsbereich aktiv ist.  
Deutlichere Effekte auf die Aktivität ergaben sich in Abhängigkeit von dem eingesetzten 
β-Lactam-Antibiotikum. Während AMP, AMX, Pen G sowie PIP schnell umgesetzt wurden, 
verlief die Reaktion mit OXA deutlich langsamer. Demgegenüber wurden CEF, CET und CLX 
praktisch nicht umgesetzt. Nach 24 h Reaktionszeit war keine signifikante Verringerung der 
Konzentrationen feststellbar (Abb. 55).
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Abb. 65: Gegenüberstellung der ermittelten spezifischen Enzymaktivitäten in Abhängigkeit von 
verschiedenen, variierten Versuchsparametern, Werte
 normiert auf den jeweils 
parallel durchgeführten Standardversuch (Abszissenbeschriftung türkis unterlegt), spezifische 
Enzymaktivität der Standardversuch ist definiert als 1 U·mg¯¹, Versuche mit KA-Ablauf und 
KA-Zulauf auf den Standardersuch mit KPi (Expositionszeit tex: 0 h Reaktionszeit: 4 h) 
normiert, Triplikate 
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Hier zeigten sich Unterschiede im Vergleich zu Experimenten mit nicht gereinigter TEM-1, 
die im Kulturüberstand vorlag. Letztere war in der Lage, CLX und CET, wenn auch im 
Vergleich zu AMP wesentlich langsamer, umzusetzen. Diese Änderung der Substrataffinität 
ist wahrscheinlich auf die Modifikation des Enzyms durch Anügen des Histidin-tags zurück-
zuühren. Für eine praktische Anwendung ist diese veränderte Affinität wahrscheinlich nicht 
von Relevanz, da eine Isolierung des Enzyms nicht zwingend erforderlich ist, sondern 
vielmehr aus ökonomischen Gründen sogar eher vermieden werden sollte. Gegebenenfalls 
kann auch eine nachträgliche Abspaltung des His-tag umgesetzt werden.  
Die größten Differenzen hinsichtlich der Reaktionsgeschwindigkeit ergaben sich bei der 
Variation der eingesetzten β-Lactam-Antibiotika-Konzentration. Diese ausgeprägte Konzen-
trationsabhängigkeit der berechneten spezifischen Enzymaktivität muss unter Berück-
sichtigung der erheblichen Unterschreitung des Säigungsbereiches verstanden werden. Die 
eingesetzten AMP-Ausgangskonzentrationen variierten im Bereich von 1 nM bis 100 µM, 
wobei nach 24 h Reaktionszeit in keiner Probe mehr AMP nachgewiesen werden konnte. 
Folglich konnte die Eignung des Enzyms zur Entfernung von β-Lactam-Antibiotika auch im 
umweltrelevanten Konzentrationsbereich erfolgreich nachgewiesen werden.  
Bemerkenswert war die hohe Enzymaktivität beim Einsatz von realen Wasserproben aus 
einer Kläranlage. Bei der Verwendung von KA-Ablauf zeigte sich zunächst keine Verringe-
rung der Enzymaktivität im Vergleich zur Reaktion in KP. Selbst in KA-Zulauf war die 
TEM-1-His nachweislich aktiv. Aufgrund der komplexen Zusammensetzung und dem hohen 
Gehalt an organischen sowie anorganischen Substanzen ist anzunehmen, dass der KA-Zulauf 
eine eher ungünstige Matrix ür enzymatische Reaktionen darstellt. Vermutlich liegt eine 
Vielzahl an Substanzen vor, die zu einer Hemmung des Enzyms oder dessen Abbau ühren 
können. Die Versuche mit KA-Zulauf sind daher als worst-case-Szenario anzusehen. Bei realen 
technischen Anwendungen wird die gezielte enzymatische Antibiotika-Entfernung wahr-
scheinlich eher als Ergänzung und zumeist im Anschluss an andere Auereitungsverfahren, 
wie z. B. Oxidations- oder Filtrationsverfahren, eingesetzt.  
Zusätzlich durchgeührte Versuchsreihen zur Untersuchung der Stabilität in diesen Proben 
ergaben, dass die Aktivität mit zunehmender Expositionsdauer und Komplexität der Wasser-
matrix abnimmt. Diese kontinuierliche Inaktivierung war prinzipiell zu erwarten, und kann 
durch die Hemmung oder den Abbau der Enzyme begründet werden.  
Zusammenfassend lassen sich die optimalen Reaktionsbedingungen ür die enzymatische 
Antibiotika-Hydrolyse miels TEM-1-His ableiten. Demnach ist, innerhalb der hier unter-
suchten Parameter, die höchste Reaktionsgeschwindigkeit bei der Umsetzung von 100 µM 
AMP in 0,1 M KP im pH-Bereich zwischen pH 6 bis pH 7 bei einer Temperatur von 20 bis 
30 ℃ zu erwarten. Insgesamt erwies sich die TEM-1-His als äußerst robustes Enzym, welches 
auch in Realwasserproben zumindest temporär aktiv ist und die Umsetzung von β-Lactam-
Antibiotika bewirken kann. 
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Wie die Ergebnisse unter 4.1.3 belegen, ist ür eine spätere praktische Anwendung die 
Reinigung und Konzentrierung der TEM-1-β-Lactamase nicht zwingend erforderlich, da ein 
Antibiotika-Umsatz auch mit dem enzymhaltigen Kulturüberstand erfolgreich nachgewiesen 
werden konnte. Für die Untersuchungen von Einflussfaktoren brachte die Isolierung, 
Reinigung und Konzentrierung des Enzyms jedoch die unter 4.3.1 genannten entscheidenden 
Vorteile und erlaubte somit die Untersuchung verschiedener Einflussfaktoren durch 
systematische Variation einzelner Faktoren in Modellwässern sowie die Übertragung auf 
Realwässer. 
 
Ergebnisse und Diskussion 
135 
4.4 Einsatz von Esterase Ere-A-haltigen Rohextrakten 
4.4.1 Nachweis der Enzymaktivität im Rohextrakt 
 
Die bisher diskutierten β-Lactamasen vom Typ TEM-1 und TEM-8 beschränkten sich hin-
sichtlich des Wirkspektrums naturgemäß auf Pharmaka aus der Klasse der β-Lactam-Anti-
biotika. Um zu testen, inwiefern eine flexible Erweiterung des Anwendungsbereiches des vor-
handenen, enzymproduzierenden Systems auf Basis rekombinanter S. cerevisiae-Zellen möglich 
ist, wurde anstelle der TEM-1- bzw. TEM-8-Sequenz, das Gen zur Biosynthese der Esterase 
Ere-A in die Zellen kloniert. Die Esterase Ere-A eignet sich laut Literaturangaben zur Trans-
formation von Makrolid-Antibiotika, weshalb als Modellsubstanz zur Beurteilung der Um-
setzung Erythromycin ausgewählt wurde[162]. Im Unterschied zu den β-Lactamasen, welche 
bereits im Ursprungsorganismus aus den Zellen sezerniert werden oder im periplasmatischen 
Raum wirken[135], wird das Enzym Ere-A natürlicherweise nicht aus den Zellen transportiert[269].  
Um zunächst grundsätzlich die Enzymaktivität der intrazellulär vorliegenden Ere-A nach-
weisen zu können, wurde ein Zellaufschluss durchgeührt und der erhaltene Rohextrakt mit 
ERY versetzt. Dabei wurde auf zusätzlich angeügte Sequenzen, wie der Leadersequenz zur 
Sekretion der Enzyme oder den Histidin-tags, verzichtet, da diese möglicherweise die 
enzymatische Aktivität beeinträchtigen können. Aufgrund der positiven Effekte hinsichtlich 
eines höheren Zellwachstums und damit verbunden einem gesteigerten Enzymgehalt, 
erfolgte die Kultivierung der Zellen sogleich in MES-gepufferten W0-CSM-Nährmedium.  
 
 
Abb. 66: Nachweis der enzymatischen ERY-Umsetzung durch Ere-A-haltigen Rohextrakt mit MES, 
pH 6,3, Verlauf der ERY-Konzentration in Abhängigkeit von der Reaktionszeit, c₀(ERY) = 100 µM, 
Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstrukt: Esterase: Ere-A, Kontrolle: 
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Wie die Daten in Abb. 66 zeigen, konnte die Enzymaktivität der Ere-A gegenüber Erythro-
mycin im zellfreien Rohextrakt erfolgreich nachgewiesen werden. Bereits nach 30 min waren 
65 % des eingesetzten ERY transformiert, während in der Kontrollprobe, ohne Ere-A-Gen, die 
ERY-Konzentration erwartungsgemäß konstant blieb. Auällig ist, dass innerhalb von 24 h 
kein vollständiger Antibiotika-Umsatz erfolgte, obwohl eine relativ hohe Zellzahl 
(OD₆₀₀ = 6,1) durch den Einsatz des vergleichsweise nährstoffreichen, gepufferten Mediums 
erzielt wurde. Zudem ist im Rohextrakt bedingt durch die geringen Volumina, ein hoher 
Enzymgehalt und damit einhergehend eine besonders schnelle Antibiotika-Umsetzung zu 
erwarten, wie die Ergebnisse mit TEM-1- und TEM-8-haltigen Rohextrakten (Tab. A-7) 
zeigten. Die Ere-A vermielte Reaktion verläu somit im Vergleich zu den β-Lactamase-
Systemen generell langsamer.  
 
4.4.2 Wirksamkeit der Esterase Ere-A in Abhängigkeit von ausgewählten 
Randbedingungen 
4.4.2.1 Einfluss verschiedener Puffer 
 
Nachdem die Aktivität der Esterase intrazellulär nachgewiesen werden konnte, wurden 
zunächst die Reaktionsbedingungen hinsichtlich des eingesetzten Puffers optimiert, mit dem 
Ziel, eine Steigerung der Umsatzgeschwindigkeit zu erreichen. Die Ergebnisse von 
M et al. (2012) zeigen eine erhebliche Reduzierung der Ere-A-Aktivität (um 80 bis 100 %) 
in Gegenwart der Komplexbildner Phenanthrolin und Chelex 100[162]. Dies lässt vermuten, 
dass bestimmte Metallionen ür die Funktionsähigkeit des Enzyms erforderlich sind. Da auch 
Wechselwirkungen zwischen Puffersubstanzen und Metallionen (Tab. 25) erfolgen können, 
war der Einfluss verschiedener Puffer im Hinblick auf die Aktivität der Ere-A zu untersuchen. 
Zusätzlich wurde mit dem Rohextrakt des Kontrollstammes, der kein Ere-A-Gen enthält, die 
Stabilität von Erythromycin in den jeweiligen Puffern nachgewiesen (Anhang A-12).  
Für KP ist bekannt, dass dieser Puffer mehrwertige Kationen ausällt[261] und somit die 
Ionenkonzentration in Lösung erniedrigt. Dies kann eine verringerte Reaktionsgeschwindig-
keit zur Folge haben. Auch die Affinität der „G-Puffer“ gegenüber Metallkationen wurde 
bereits eingehend untersucht, wie die Übersicht in Tab. 25 veranschaulicht.  
 
Tab. 25: Affinität der verwendeten Puffersubstanzen zu zweiwertigen Metallkationen und Fe³⁺ nach 
Ferreira et al., (2015)[270] 
Puffer Mg²⁺ Ca²⁺ Mn²⁺ Fe³⁺ Co²⁺ Ni²⁺ Cu²⁺ Zn²⁺ Cd²⁺ Pb²⁺ 
MES + + + ++ + + / / - - 
MOPS +  + ++ + + / / - - 
HEPES -[261] -[261]     / / / / 
Anm.: ++ starke Komplexierung, + schwache Komplexierung, - keine Komplexierung, / widersprüch-
liche Daten 
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In der Literatur herrscht weitgehend Konsens, dass die morpholinhaltigen Puffersubstanzen, wie 
MES und MOPS, keine Komplexe mit denen in Umweltuntersuchungen bedeutendsten 
Metallionen ausbilden[270–272]. Für die genannten Puffer wurde keine signifikante Komplexierung 
von Cd²⁺[273], Pb²⁺[273], Zn²⁺[273, 274] und Cu²⁺[273–276] nachgewiesen. Jedoch existieren auch 
gegensätzliche Studienergebnisse der Arbeitsgruppe um A und A, nach welchen MOPS 
mit einigen Metallionen (Cu²⁺, Ni²⁺, Mn²⁺, Zn²⁺, und Co²⁺)[277] und MES zudem auch mit Ca²⁺ und 
Mg²⁺[278] sehr wohl komplexieren. Dies wurde für die Kombination MES mit Co²⁺ und Ni²⁺, 
allerdings mit wesentlich niedrigeren Stabilitätskonstanten, bereits belegt[279].  
Für die Puffersubstanz HEPES, aus der Gruppe der Piperazine, wird in der Literatur im Allge-
meinen, vergleichbar zu MES und MOPS, ebenfalls eine geringe Tendenz zur Bildung von 
Metall-Komplexen beschrieben[261, 270, 276, 280, 281]. Dennoch wurden auch hier konträre 
Ergebnisse, vor allem im Hinblick auf die Komplexierung von Cu²⁺ publiziert[271, 282, 283]. Dabei 
ist kritisch zu betrachten, dass die widersprüchlichen Ergebnisse zumeist mit weniger sensiti-
ven Analyseverfahren generiert wurden[270], und die Beobachtungen hinsichtlich der Komplex-
bildung zum Teil auf Anomalien innerhalb der biologischen Studien bzw. auf die Gegenwart 
von Verunreinigungen zurückgeführt werden konnten[275]. Zusammenfassend ist festzustellen, 
dass die eingesetzten „G-Puffer“, wenn überhaupt, nur eine geringe Affinität zur Ausbil-
dung von Komplexen mit 2-wertigen Metallkationen zeigen.  
Sofern Metallionen bei dem Enzym Ere-A als Co-Faktoren wirken, sollte eine geringe Affinität 
zur Chelatbildung die enzymatische Aktivität nicht vollständig unterdrücken, sondern lediglich 
die Reaktionsgeschwindigkeit herabsetzen. Die bei enzymatischen Studien eingesetzten, zumeist 
hohen Pufferkonzentrationen begünstigen jedoch Wechselwirkungen zwischen Puffer und 
Metallionen, selbst wenn die Affinität des Enzyms zum Metallion deutlich größer ist[270]. 
Die Ergebnisse der Untersuchungen zur ERY-Umsetzung miels Ere-A-haltigen Rohextrakt 
unter Einsatz verschiedener Puffer sind in Abb. 67 zusammengefasst. Nach 24 h Reaktionszeit 
wurden in den Ansätzen mit HEPES-, MOPS- und KP-Puffer etwa 40 % des eingesetzten ERY 
umgesetzt. Im Unterschied dazu konnten bei der Verwendung von MES innerhalb der 
gleichen Reaktionszeit 90 % dieses Antibiotikums transformiert werden. Auällig sind die 
abweichenden Konzentrationsverläufe der MES- und MOPS-Ansätze, trotz der sehr ähnlichen 
Molekularstruktur der Puffersubstanzen und den laut Literaturangaben vergleichbaren 
geringen Affinitäten zur Ausbildung von Komplexen. Da der Bedarf eines Metallions als Co-
Faktor ür die Ere-A-Aktivität bisher nur vermutet wird, können keine weiterührenden 
Aussagen getroffen werden. Ein Beispiel ür eine signifikante Änderung der Enzymaktivität 
in Abhängigkeit vom verwendeten Puffer ist ür das Enzym Endo-α--Mannosidase, 
beschrieben. In diesem Fall war in HEPES eine verringerte Aktivität im Vergleich zu MES zu 
beobachten[270]. Die Differenzen im Verlauf der ERY-Transformation können nicht 
zweifelsfrei allein auf potentielle Unterschiede im Komplexbildungsverhalten der Puffer-
substanzen zurückgeührt werden. 
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Abb. 67: Verlauf der ERY-Umsetzung in Ere-A-haltigen Rohextrakten in Abhängigkeit von dem ver-
wendeten Puffer, c₀(ERY) = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, 
Konstrukt: Ere-A, Dublikate 
 
Ein weiterer Erklärungsansatz ür die unterschiedlichen Reaktionsgeschwindigkeiten könnte 
in dem geringügig abweichenden pH-Wert der Pufferlösungen bestehen. Da der optimale 
Pufferbereich ür MES zwischen pH 5,5 und pH 6,7 liegt[270], wurde der pH-Wert 6,3 einge-
stellt, während alle anderen Puffer den pH 7,6 aufwiesen. Die Ergebnisse zur pH-abhängigen 
Aktivität der Ere-A von M et al. (2012) ergaben, dass sich die maximale Umsatzge-
schwindigkeit vₘₐₓ bei einer Steigerung des pH-Wertes von pH 6,3 auf pH 7,6 annähernd ver-
doppelt[162]. Demnach wäre bei pH 7,6 ein schnellerer Umsatz zu verzeichnen, was aber die 
eigenen experimentellen Daten nicht bestätigen. Die pH-Unterschiede erklären somit 
ebenfalls nicht die schnellere Transformation beim Einsatz von MES als Puffer.  
Für die weiteren Untersuchungen wurde MES als Pufferung des Zelllysates verwendet, da 
hiermit nach 24 h die beste Umsetzung erreicht und dieser Puffer zudem bereits ür das 
Kultivierungsmedium eingesetzt wird. 
 
4.4.2.2 Einfluss von C- und N-terminal angefügten Sequenzen  
Einsatz von Signalpeptidsequenzen zur Enzymsekretion 
Für eine spätere Anwendung ist eine Enzymsekretion, analog der TEM-1- und TEM-8-
produzierenden Zellen, erstrebenswert. Zum einen unterliegen die rekombinanten Organis-
men, im Gegensatz zu den produzierten Enzymen, bestimmten Sicherheitsvorkehrungen, 
zum anderen ist die Handhabung sezernierter Enzyme einfacher und mit einem geringeren 
Aufwand verbunden. Daher wurden verschiedene Signalpeptidsequenzen, die bereits erfolg-











KPi,       50 mM, pH 7,6
HEPES, 50 mM, pH 7,6
MES,     50 mM, pH 6,3
MOPS,  50 mM, pH 7,6
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konzentrierten Kulturüberstände bezüglich der Fähigkeit zur Transformation von ERY 
getestet. Um eine etwaige Inaktivierung der Enzyme, wie sie bei den TEM-8-bildenden 
Stämmen infolge der pH-Wert-Absenkung während der Wachstumsphase nachgewiesen 
wurde, von vornherein auszuschließen, wurde das MES-gepufferte Nährmedium verwendet.  
 
 
Abb. 68: Einsatz verschiedener Ere-A-Konstrukte mit der Leadersequenz MFα oder HSP150 zur Umsetz-
ung von ERY unter Verwendung von MES-gepufferten, konzentrierten, vermutlich Ere-A-hal-
tigen Kulturüberständen, c₀ = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausganskonzentration c₀, 
Einfachbestimmung 
 
Die Erythromycin-Konzentration ist in den Kontrollproben in den ersten 4 h stabil, sinkt aber 
innerhalb von 24 h auf 75 % der Ausgangskonzentration ab. In mehreren Versuchsreihen 
konnte wiederholt, auch in konzentrierten Kulturüberständen, keine enzymatische Aktivität 
nachgewiesen werden (Abb. 68). Die Ursachen dafür könnten in einer mangelnden Enzym-
biosynthese oder Prozessierung des Enzyms, fehlender Aktivität des Fusionsproteins, 
bestehend aus Ere-A und Leadersequenz, einem mangelhaften Transport der Enzyme aus den 
Zellen heraus oder eine Inaktivität aufgrund der vorliegenden Versuchsbedingungen, wie 
pH-Wert, Puffer, Ionenstärke, Präsenz von Inhibitoren, begründet liegen. Da mit MES-gepuf-
ferten Rohextrakt bereits erfolgreich die Aktivität der nativen Ere-A, ohne Signalsequenz und 
His-tag durch die Umsetzung von ERY gezeigt wurde, ist anzunehmen, dass die vorliegenden 
Versuchsbedingungen nicht ursächlich für die fehlende Enzymaktivität sind. Der Transport 
eines Enzyms kann in das Nährmedium durch vielfältige Störungen behindert werden. 
Beispielsweise sind verschiedene Zellorganelle, wie das Endoplasmatische Reticulum, Golgi-
Apparat sowie die Zellwand zu passieren, wobei fehlerhafte Proteinfaltungen zu einer Retention 
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Aufgrund des positiven Aktivitätsnachweises im Rohextrakt kann eine fehlerhafte Proteinfal-
tung der Ere-A innerhalb der S. cerevisiae-Zellen ausgeschlossen werden. Jedoch besteht die 
Möglichkeit, dass die angefügten Leadersequenzen die Ausbildung der aktiven Konformation 
beeinträchtigen. Eine erfolgreiche Enzymsekretion könnte durch die Verwendung von anderen 
Hefestämmen als Wirtsorganismen oder alternativen Leadersequenzen erzielt werden[284]. 
Generell ist zu bedenken, dass die Mehrheit der erfolgreich ausgeschleusten Proteine bereits im 
Ursprungsorganismus sekretorisch war, was die Schwierigkeiten bei der Sekretion des natür-
licherweise intrazellulär wirkenden Enzyms Ere-A erklärt[285]. Gezielte gentechnische Muta-
tionen, wie die Implementierung der genetischen Information ins Genom, könnten sowohl die 
Genexpression als auch die Proteinsekretion deutlich verbessern[286], sodass noch vielfältige 
Optimierungsmöglichkeiten zum Erreichen der gewünschten Ere-A-Sekretion bestehen.  
Um einzugrenzen, inwieweit die Konstrukte mit Signalpeptidsequenzen prinzipiell wirksam sind, 
aber möglicherweise Komplikationen bei der Sekretion auftreten, wurde versucht, die Aktivität 
dieser Fusionsproteine intrazellulär nachzuweisen. Dazu wurden Zellaufschlüsse durchgeführt 
und die Rohextrakte entsprechend der bewährten Methode mit ERY inkubiert (Abb. 69).  
 
 
Abb. 69: Untersuchungen zur Aktivität der Fusionsproteine bestehend aus Ere-A und den Leader-
sequenzen HSP150 oder MFα in Rohextrakten, zusätzlich Daten zum Konstrukt Ere-A ohne 
Leadersequenz sowie zur Kontrollprobe c₀(ERY) = 100 µM, Messwerte normiert auf die 
Ausgangskonzentration c₀, Einfachbestimmung 
 
Im Ergebnis konnte wiederum bei keinem Fusionsprotein eine Aktivität nachgewiesen 
werden. Die angeügten Signalsequenzen ühren möglicherweise zu einer Inaktivierung der 
Esterase, indem sie beispielsweise den Zugang zum aktiven Zentrum sterisch behindern, oder 
Änderungen der Konformation bewirken, was mit einem Aktivitätsverlust einhergeht. Da 
keinerlei Hinweise auf eine Aktivität verzeichnet wurden, treten womöglich Fehler bei der 
















Ergebnisse und Diskussion 
141 
Theoretisch wäre ein vollständiger, zügiger Enzymtransport aus den Zellen denkbar, sodass die 
Enzyme gänzlich extrazellulär vorliegen und somit keine Enzymaktivität im Zellextrakt 
nachweisbar wäre. Unter der Prämisse, dass extrazellulär ungünstige Bedingungen (wie das 
Fehlen von Co-Faktoren) zu einer Inaktivierung führen, wäre auch hier keine Aktivität zu ver-
zeichnen. Allerdings war bei den TEM-Enzymen trotz erfolgreicher Sekretion, intrazellulär eine 
hohe Aktivität nachweisbar. Daher wird dieses Szenario als eher unwahrscheinlich angesehen. 
Eine geeignete Methode zur Kontrolle der Enzymexpression wäre eine SDS-PAGE (Natrium-
dodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese), um zu klären, ob eine Sekretion erfolgte und 
somit eine Variation von anderen Versuchsbedingungen zielführend sein könnte. 
Um genauer zu klären, worin die Ursachen ür die fehlende Aktivität bestehen und inwiefern 
gegebenenfalls andere Leadersequenzen diese Schwierigkeiten beheben könnten, sind 
umfangreiche mikrobiologische Untersuchungen notwendig. Da die Aktivität des nativen 
Enzyms jedoch prinzipiell nachgewiesen wurde, konnten die Untersuchungen zur 
Entfernung von Antibiotika mit zellfreien Rohextrakten weiter fortgeührt werden.  
Einfluss des Histidin-tags 
In Vorbereitung auf eine mögliche Isolierung und Reinigung der Esterase wurde diese 
zusätzlich mit einem Polyhistidin-tag versehen. Wie bereits die Untersuchungen zur TEM-8 
und Daten aus der Literatur[170–173] zeigen, kann das Anügen dieser Sequenz einen Einfluss 
auf die Enzymaktivität haben, indem beispielsweise Wechselwirkungen mit dem aktiven 
Zentrum stafinden. Daher wurde der Einfluss des His-tags getestet (Abb. 70).  
 
 
Abb. 70: Einsatz der Ere-A mit und ohne His-tag zur Umsetzung von ERY (Triplikate) unter Verwen-
dung von MES-gepufferten Ere-A-haltigen Rohextrakten, c₀ = 100 µM, Messwerte normiert 
auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstrukt: Kontrolle: BY4741 p426 GPD, Esterase: Ere-A 
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Die Ergebnisse geben einen Hinweis auf eine Verringerung der Umsatzgeschwindigkeit infol-
ge der Histidin-Modifikation. Dieser nachteilige Effekt ist bei dem Einsatz des His-tags zu 
beachten und könnte durch eine nachträgliche Abspaltung dieser Sequenz im Anschluss an 




Zur Charakterisierung des Anwendungsbereiches der Ere-A wurde der zellfreie Rohextrakt 
in Kombination mit verschiedenen Makrolid-Antibiotika, getestet. Neben den 14-gliedrigen 
Substanzen Erythromycin (ERY), Clarithromycin (CLA) und Roxythromycin (ROX) wurde 
auch das 15-gliedrige Azitromycin (AZI) sowie das offenkeige Anhydro-Erythromycin 
(Anhydro-ERY), welches das Hauptprodukt der abiotischen ERY-Hydrolyse darstellt, 
eingesetzt. Aufgrund unterschiedlicher Löslichkeiten wurden einige Stammlösungen in einer 
Wasser-Methanol-Mischung angesetzt, wodurch im Reaktionsansatz ein maximaler Methan-
olgehalt von 5 % resultierte. Dieser geringe Anteil an organischem Lösungsmiel sollte die 
enzymatische Umsetzung nicht signifikant beeinträchtigen. Zur Überprüfung wurde 
zusätzlich zur rein wässrigen ERY-Stammlösung eine weitere mit Methanol angesetzt.  
Die Konzentration aller untersuchten Makrolid-Antibiotika blieb in den Kontrollproben, ohne 
Ere-A-Aktivität, über 24 h hinweg konstant (Anhang A-13). Wie die Daten in Abb. 71 zeigen, 
hat der geringe Methanolgehalt keinen Einfluss auf den Verlauf der ERY-Transformation 
unter den gegebenen Bedingungen.  
 
 
Abb. 71: Verlauf der enzymatischen Reaktion beim Einsatz von Ere-A-haltigen Rohextrakt in Kombina-
tion mit verschiedenen Makrolid-Antibiotika, c₀ = 100 µM, außer Anhydro-Ery: c₀ = 11,7 µM, 













Anhydro-ERY (5,0 % MeOH)
AZI  (5,0 % MeOH)
CLA (3,7 % MeOH)
ERY  (0,0 % MeOH)
ERY  (3,7 % MeOH)
ROX (4,2 % MeOH)
24 
Ergebnisse und Diskussion 
143 
Somit sind die Ergebnisse ür die weiteren Antibiotika, auch mit Methanolzusatz, valide. Von 
den eingesetzten Makrolid-Antibiotika konnte neben ERY auch CLA umgesetzt werden, 
wobei die Hydrolyse von Letzterem wesentlich langsamer verlief. Nach 4 h ist noch keine 
Konzentrationsabnahme festzustellen und auch nach 24 h sind noch 40 % CLA nachweisbar. 
ROX, AZI und Anhydro-ERY zeigten hingegen keine Verringerung der Konzentration im 
betrachteten Untersuchungszeitraum. Die experimentellen Daten bestätigen weitgehend die 
Angaben aus der Literatur zum Wirkspektrum der Ere-A. Allerdings sollte demnach auch 
ROX mit dieser Esterase transformiert werden[162]. Angesichts der geringen Reaktionsge-
schwindigkeit ür CLA könnte die scheinbare ROX-Stabilität auch in einer zu geringen 
Reaktionszeit begründet sein, sodass eine Erweiterung des Untersuchungszeitraumes ggf. 
einen positiven Aktivitätsnachweis gegenüber ROX zur Folge häe. Durch Einsatz des zur 
Ere-A verwandten Enzyms Ere-B könnte die enzymatische Transformation von AZI ge-
lingen[162], sodass hier Möglichkeiten zur Erweiterung des umsetzbaren Antibiotikaspek-
trums durch Variation des eingesetzten Enzyms bestehen. 
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4.4.3 Zwischenfazit 
 
Die Versuche mit Ere-A-produzierenden Zellen haben gezeigt, dass das im Rahmen dieser 
Arbeit eingesetzte Verfahren zur Gewinnung von β-Lactamasen auf Basis von rekombinanten 
S. cerevisiae-Zellen auch erfolgreich zur Produktion anderer Enzyme eingesetzt werden kann. 
Mit Hilfe der erzeugten Esterase Ere-A konnten verschiedene Makrolid-Antibiotika trans-
formiert werden. Die prinzipielle Übertragbarkeit des Systems auf andere Enzyme zur 
Eliminierung weiterer Antibiotikaklassen wurde somit gezeigt. Allerdings gelang innerhalb 
dieser Versuchsreihen keine Sekretion des natürlicherweise intrazellulär wirkenden Enzyms 
Ere-A durch Fusion mit den Leadersequenzen HSP150 und MFα. Daher musste, im 
Unterschied zu den β-Lactamase-produzierenden Zellen, zunächst ein Zellaufschluss zur 
Gewinnung eines enzymhaltigen Rohextraktes durchgeührt werden. Dieser konnte im 
Anschluss, analog zu den TEM-8- oder TEM-1-haltigen Kulturüberständen, ür Versuche zur 
Antibiotika-Transformation herangezogen werden. In Experimenten mit Rohextrakten von 
MFα-Ere-A- und HSP150-Ere-A-Zellen wurde im Unterschied zu Zellen mit Ere-A-Gen ohne 
weitere Modifikationen keine Verringerung der ERY-Konzentration nachgewiesen. Folglich 
ist anzunehmen, dass entweder bereits Fehler bei der Biosynthese und Prozessierung der 
Fusionsproteine aureten, sodass keine Enzyme gebildet werden, oder die N-terminal 
angeügten Sequenzen zu einer Inaktivierung ühren, indem sie beispielsweise den Zugang 
zum aktiven Zentrum behindern oder eine Änderung der Konformation der Enzyme 
bewirken. Der Einsatz alternativer Sekretionssignalpeptide führt möglicherweise zum Erhalt 
eines aktiven Fusionsproteins, welches erfolgreich sezerniert werden kann. Bei der Verwen-
dung einer Polyhistidin-Sequenz wurde eine Verringerung der enzymatischen Aktivität im 
Vergleich zum nicht getaggten Protein verzeichnet. Beim Einsatz eines His-tags zur Protein-
separation kann dieser Aktivitätsverlust durch eine anschließende proteolytische Abspaltung 
der Sequenz jedoch aufgehoben werden. Als geeigneter Puffer hat sich MES, im Vergleich zu 
MOPS, HEPES und KP, erwiesen. Angaben aus der Literatur lassen vermuten, dass ein Metall-
kation als Co-Faktor für die Aktivität des Enzyms erforderlich ist[162]. Dieser Co-Faktor könnte 
ursächlich für die beobachteten Aktivitätsunterschiede in Abhängigkeit vom Puffersystem sein. 
Außerdem erscheint eine flexible Erweiterung des Substratspektrums durch die Verwendung 
anderer Esterasen, wie etwa Ere-B, die zusätzlich AZI transformieren kann, realisierbar.  
Die Verwendung von zellfreien Rohextrakten ermöglichte einen Aktivitätsnachweis der 
Esterase und erste Untersuchungen zu wichtigen Einflussfaktoren sowie dem umsetzbaren 
Substratspektrum. Eine Sekretion ins Medium ist ür einen späteren Einsatz zwar bedeutsam, 
aber ür diese Experimente nicht zwingend erforderlich. Die Versuche mit Ere-A konnten 
nicht weiter vertie werden, da der Fokus auf der umfassenden Untersuchung der 
TEM-1-Aktivität in Abhängigkeit von verschiedenen Parametern und deren Einsatzmöglich-
keiten in Realwässern lag.  
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4.5 Charakterisierung von Transformationsprodukten 
4.5.1 Vorbemerkungen 
 
Wie bereits unter 2.1.7 erläutert, ührt die enzymatische Umsetzung von Antibiotika nicht 
direkt zu einer vollständigen Mineralisierung, sondern zur Bildung von Transformations-
produkten. Deren Charakterisierung ist ür die Beurteilung des Umsetzungsprozesses 
relevant. 
Für die antifizierung miels MRM-Messung sind Standardsubstanzen erforderlich. Diese 
stehen ür Transformationsprodukte zumeist nicht zur Verügung oder stellen einen erheb-
lichen Kostenfaktor dar. Zur qualitativen Analyse der gebildeten Produkte wurden daher 
Produkt-Ionen-Scans bei den jeweiligen Masse-Ladungsverhältnissen der vermuteten Trans-
formationsprodukte durchgeührt und die Peakflächen ür eine grob-qualitative Auswertung 
herangezogen. Durch dieses suspected-target-screening konnte die Bildung und Weiter-
reaktion einzelner Transformationsprodukte verfolgt und der Antibiotika-Umsetzung gegen-
übergestellt werden. Dabei ist zu beachten, dass ein Vergleich der Peakflächen unterschied-
licher Verbindungen keine Rückschlüsse auf die vorliegenden Konzentrationsverhältnisse 
erlaubt, da die Ionisierbarkeit der Analyten strukturabhängig ist. 
Im Folgenden werden Transformationsprodukte mit TP und dem Zahlenwert ihres Masse-
Ladungsverhältnisses bezeichnet. Da es sich stets um einfach geladene Ionen handelt, ent-
spricht dieser Wert der Masse des Molekülions in Da.  
 
4.5.2 Transformationsprodukte bei der Umsetzung von β-Lactam-
Antibiotika 
 
Beim Einsatz der Enzyme TEM-1 oder TEM-8 zur Umsetzung von β-Lactam-Antibiotika 
erfolgt zunächst eine hydrolytische Öffnung des β-Lactam-Ringes, womit die antibiotische 
Wirkung verloren geht. Nachfolgend wird die Transformation von β-Lactam-Antibiotika am 
Beispiel von AMP (m/z 350) betrachtet. Das entstandene Additionsprodukt TP 368 reagiert 
anschließend durch eine spontane Decarboxylierungsreaktion (Abb. 72, unten) zu TP 324. 
Der zeitliche Verlauf der AMP-Umsetzung sowie die Bildung der Produkte TP 368 und TP 324 
ist in Abb. 72 zusammengefasst.  
Der Produkt-Ionen-Scan bei m/z 350 liefert ein Signal nach 4,2 min, welches AMP zugeordnet 
werden kann. Dieses Signal bleibt in den Kontrollproben erwartungsgemäß konstant. Da hier 
keine AMP-Umsetzung erfolgt, werden auch keine TP nachgewiesen (Abb. 72, oben).  
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Abb. 72: Verlauf der AMP-Umsetzung (m/z 350, links) und Bildung von TP 368 (Mitte) und TP 324 
(rechts) bei Einsatz von TEM-1-His, TIC-Chromatogramme von Produkt-Ionen-Scans bei 
m/z 350, 368 und 324 für ausgewählte Verlaufsproben: oben: Kontrollproben, Mitte: 
TEM-1-His-haltige Proben, unten: zugehörige Massenspektren und Strukturformeln 
 
In den TEM-1-haltigen Proben nimmt die AMP-Peakfläche hingegen sukzessive ab, bis nach 
4 h Reaktionszeit kein Signal mehr detektiert wird, was sehr gut mit den Ergebnissen der 
quantitativen Analyse (Abb. 52, pH 7,4) übereinstimmt. Der zeitliche Verlauf der Peakflächen 
spiegelt somit die reale Entwicklung der AMP-Konzentration gut wider. Die Analyse von 
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verfolgen, bei denen aufgrund fehlender Standardsubstanzen eine antifizierung ausge-
schlossen ist. Parallel zur AMP-Umsetzung kann die Bildung der Produkte TP 368 und TP 324 
verfolgt werden (Abb. 72, Mie). Beide Verbindungen liefern unter den vorliegenden 
Bedingungen zwei markante Signale. Da die zeitliche Entwicklung der Peakflächen konform 
verläu und die Peaks identische Massenspektren aufweisen, deutet dies auf das zeitgleiche 
Vorliegen verschiedener Spezies hin. Bei Wiederholungsmessungen ausgewählter Proben mit 
einem gepufferten Eluentensystem wurde ür jedes TP jeweils ein einzelnes Signal erhalten, 
was diese Vermutung stützt.  
Das Massenspektrum des AMP-Signals zeigt die ür dieses Aminopenicillin typischen Frag-
ment-Ionen[287–290], deren Entstehung sich entsprechend Abb. 73 aus der Molekülstruktur von 
AMP herleiten lässt.  
 
 
Abb. 73: Strukturvorschläge für die Fragment-Ionen von AMP[287–290], zugehöriges Massenspektrum 
siehe Abb. 72 unten 
 
Als Ergebnis einer 2+2 Cyclorevision des β-Lactam-Ringes entsteht das ür β-Lactam-Anti-
biotika charakteristische iazolidin-Fragment mit m/z 160. Eine Spaltung der C-C-Bindung 
am Carbonyl-Kohlenstoffatom der Seitenkee ührt zur Bildung des Benzylamin-Fragment-
Ions mit m/z 106. Für die Fragmente m/z 192 und m/z 174 werden in der Fachliteratur 
unterschiedliche Entstehungswege diskutiert. Sowohl H, D. N. und N, M. A. (1998) 
sowie C, X.-M. und C-Q, H. (2008) beschreiben die Bildung von m/z 192 durch 
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Bindungen und Abstraktion der Amino-Gruppierung der Benzylamino-Seitenkee[287, 288]. 
Das Fragment m/z 174 enthält den Thioazolidin-Ring. Auch bei S, S. et al. (1989) 
und Z, L. et al. (2014) beruht die Bildung des Fragmentes m/z 192 zunächst auf der 
Abspaltung der Aminogruppe[290, 291]. Der postulierte Mechanismus zur Bildung von m/z 192 
beinhaltet im weiteren Verlauf eine Sauerstoff-Umlagerung und einen intramolekularen 
Ringschluss. S, S. et al. (1988) untersuchten die Fragmentierung verschiedener 
β-Lactam-Antibiotika und fanden das Fragment m/z 192 bei AMP sowie das entsprechende 
Analogon m/z 208 bei der Analyse von AMX[289]. Beide Verbindungen unterscheiden sich 
durch eine Amino-Gruppe am Benzyl-Ring, welche die Massendifferenz der beiden Fragment-
Ionen von 16 Da erklärt. Der Benzyl-Ring muss somit Bestandteil dieser Fragment-Ionen sein. 
Diese Fragmente wurden bei den Aminopenicillinen AMP und AMX nachgewiesen, nicht 
aber bei Penicillin G, welches keine Aminogruppierung an der Benzyl-Seitenkee aufweist. 
Daraus schlussfolgerten sie, dass die Abspaltung der Aminogruppe ein initialer Reaktions-
schri bei der Bildung dieser Fragment-Ionen m/z 192 darstellt. Das Fragment m/z 174 kann 
aufgrund der Massendifferenz von 18 Da durch eine Wasserabspaltung aus dem Fragment 




Abb. 74: Strukturvorschläge für die Fragment-Ionen nach Suwanrumpha, S. et al., (1989)[291], die beim 
Produkt-Ionen-Scan von TP 368 und TP 324 erhalten werden, zugehöriges Massenspektrum 
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Da sich jeweils die Summenformeln der beiden Strukturvorschläge ür die annähernd 
isobaren Ionen bei m/z 192 und auch bei m/z 174 je nach Bildungsmechanismus unter-
scheiden, könnten hochauflösende massenspektrometrische Verfahren zur Aufklärung des 
jeweiligen Fragmentierungspfades hilfreich sein. 
Bei dem Produkt TP 368 ührt eine CO₂-Abspaltung zur Bildung des Fragment-Ions mit 
m/z 324, welches dem Molekülion von TP 324 entspricht. Dies erklärt das weitgehend 
identische Fragmentierungsverhalten der Verbindungen TP 324 und TP 368. 
Abb. 74 gibt einen Überblick zu Strukturvorschlägen ür die Fragmente beider Verbindungen 
nach S, S. et al. (1989)[291]. Zur Verdeutlichung des Verlaufs der AMP-Umsetzung 
unter Bildung der Verbindungen TP 368 und TP 324 ist die zeitliche Entwicklung der 
Peakflächen in Abb. 75 gegenübergestellt.  
 
 
Abb. 75: Verlauf der Peakflächen bei der Umsetzung von AMP (m/z 350) und Bildung der Produkte 
TP 368 und TP 324, Produkt-Ionen-Scan bei m/z 350, 368 und 324, Konstrukt: TEM-1-His 
 
Der konträre Kurvenverlauf zeigt deutlich, dass die Umsetzung von AMP mit der Bildung von 
TP 368 einhergeht und es sich somit bei TP 368 um ein Transformationsprodukt handelt. 
Anschließend kann dieses zu TP 324 reagieren, wobei diese Reaktion jedoch wesentlich 
langsamer verläu, sodass die Peakfläche von TP 368 im betrachteten Zeitraum konstant 
erscheint. Bei längeren Versuchszeiten bzw. einer höheren Reaktionsgeschwindigkeit wäre 
eine Abnahme von TP 368 bei gleichzeitiger Zunahme von TP 324 zu erwarten. 
Weitere potentielle Transformationsprodukte der Hydrolyse 
Darüber hinaus wurde untersucht, inwiefern weitere potentielle Produkte, die insbesondere 
durch abiotische Umsetzungsprozesse gebildet werden könnten, in diesen Versuchsreihen 
entstanden sind. M, S. M. et al. (2014) fanden im Rahmen ihrer Untersuchungen zur 
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den bereits beschriebenen TP, die in Abb. 76 (links und Mie) dargestellten Produkte[124]. Die 
Bildung dieser Verbindungen konnte dabei ausschließlich im sauren Milieu bei pH 4 
beobachtet werden. Demgegenüber wurden die Versuchsreihen in der vorliegenden Arbeit 
im neutralen pH-Bereich durchgeührt. Aufgrund dieser pH-Unterschiede ist verständlich, 
dass diese Verbindungen weder in den Kontroll- noch in den β-Lactamase-haltigen Proben 
detektiert werden konnten. Auch eine Untersuchung bei einem veränderten pH-Wert von 4,0 
ührte nicht zum Nachweis dieser Produkte. Ursächlich daür sind wahrscheinlich die relativ 
kurzen Reaktionszeiten. Während M, S. M. et al. unter vergleichbaren Versuchs-
bedingungen (25 ℃, pH 4) erst nach einigen Tagen eine geringe Abnahme der AMP-Konzen-
tration feststellten, wurden bei der enzymatischen Reaktion die vorgelegte AMP-Menge 
innerhalb von 6 h nahezu vollständig umgesetzt.  
 
 
Abb. 76: Weitere potentielle Transformationsprodukte von AMP nach Mitchel, S. M. et al., (2014)[124] 
und Hirte, K. et al., (2016)[125] 
 
Darüber hinaus können die Aminopenicilline AMP und AMX im Anschluss an eine hydro-
lytische Spaltung des β-Lactam-Ringes eine intramolekulare Amidbildung unter Abspaltung 
von Wasser eingehen[125, 291]. Das gebildete Produkt ist einerseits ein Hauptmetabolit dieser 
Antibiotika und kann andererseits auch infolge von abiotischen Hydrolyse-Prozessen 
entstehen. Die resultierende Diketopiperazin-Struktur weist aufgrund der identischen 
elementaren Zusammensetzung ebenso wie AMP ein Masse-Ladungsverhältnis von 
m/z 350 auf (Abb. 76, rechts). Aufgrund dessen lässt sich die Bildung dieser Verbindung nur 
nachweisen, wenn sich die Retentionszeit ausreichend von AMP unterscheidet. Bei den 
Produkt-Ionen-Scans mit m/z 350 wurde in keiner Probe ein weiteres Signal neben dem 
eigentlichen AMP-Peak detektiert, sodass davon auszugehen ist, dass diese Verbindung nicht 
oder zumindest nicht in quantitativ bedeutenden Mengen entsteht. Daür spricht auch, dass 
die ermielten Peakflächen sehr gut mit den quantitativen Ergebnissen der AMP-Umsetzung 
korrelieren und zudem keine Veränderungen im Produktionenspektrum aureten, die auf 
eine Überlagerung mit einem TP-Peak hindeuten könnten. Außerdem wurden bei massen-
spektrometrischen Untersuchungen Unterschiede im Fragmentspektrum zwischen AMP und 
TP 350 beschrieben. Während bei AMP, wie auch bei den Untersuchungen in dieser Arbeit, 
ein Fragment-Ion mit m/z 192 gebildet wird, entsteht bei der Analyse von TP 350 ein 
Fragment mit m/z 191[289]. Aus diesen Gründen ist anzunehmen, dass die Diketopiperazinver-
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Die Ergebnisse bestätigen damit die Untersuchungen von H, K. et al. (2016) zur 
Hydrolyse von AMX, welches aufgrund der strukturellen Ähnlichkeit ein vergleichbares 
Verhalten wie das hier eingesetzte AMP zeigen sollte[125]. Die gewonnenen Daten der 
abiotischen AMX-Hydrolyse ergaben, dass hauptsächlich das Hydrolyseprodukt TP 388 
(Analogon zu AMP TP 368) gebildet wird. Alle weiteren Produkte, wie TP 340 (Analoga zu 
AMP TP 324) und AMX-Diketeopiperazin TP 366 (Analoga zu AMP TP 350) erreichen 
maximal 15 bis 20 % dieser Konzentration. Besonders die sehr ähnlichen Versuchs-
bedingungen (c₀ = 100 µM, 5 mM KP pH 7,0, ϑ = 30 ℃) erlauben einen Vergleich der 
Ergebnisse von H, K. et al. mit den in dieser Arbeit erzielten Resultaten[125]. Vorteilha 
bei der enzymatischen Umsetzung ist somit vor allem die sehr hohe Reaktionsge-
schwindigkeit. Die eingesetzte β-Lactam-Antibiotika-Konzentration konnte unter Einsatz 
von TEM-1-His innerhalb von wenigen Stunden (4 bis 6 h) nahezu vollständig umgesetzt 
werden. Im Vergleich dazu nahm die Konzentration der TP bei der abiotischen Hydrolyse 
trotz der höheren Temperatur über 6 Tage hinweg kontinuierlich zu.  
Bei der Umsetzung von AMP konnten die zu erwartenden Produkte TP 368 und TP 324 unter 
Verwendung von TEM-1- und TEM-8-haltigen Kulturüberständen sowie bei Einsatz von 
isolierter TEM-1-His nachgewiesen werden. Die Enzymvariante hae somit keinen Einfluss 
auf die Anzahl und Art der gebildeten Transformationsprodukte. Neben AMP wurden die 
Bildung der äquivalenten Produkte zudem ür AMX, Pen G und OXA bestätigt. Darüber 
hinaus wurden die Proben bezüglich weiterer TP, welche in der Literatur beschrieben werden, 
untersucht, wobei keine dieser Verbindungen nachgewiesen werden konnte. Dies kann mit 
der Reaktionskinetik begründet werden, da bei der enzymatischen Reaktion die zugesetzte 
AMP-Menge binnen weniger Stunden nahezu vollständig umgesetzt wurde. Somit verläu 
diese Reaktion wesentlich schneller als alle weiteren Prozesse, ür die in der Literatur stets 
Reaktionszeiten von mehreren Tagen bis hin zu mehreren Monaten beschrieben wurden. 
Demnach ist es plausibel, dass ausschließlich Produkte der enzymatischen Umsetzung 
detektiert wurden.  
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4.5.3 Einsatz der Esterase Ere-A zur Transformation von Makrolid-
Antibiotika 
4.5.3.1 Transformationsprodukte von Erythromycin 
Transformationsprodukte der enzymatischen Hydrolyse 
Bei der enzymatischen Umsetzung von Erythromycin miels Esterase Ere-A erfolgt ent-
sprechend der in Abb. 13 dargestellten Reaktionsgleichung eine hydrolytische Spaltung des 
Makrolactonringes, was eine Linearisierung der Molekülstruktur zur Folge hat. Die an-
schließende Dehydratation ührt zur Bildung des Produktes TP 734. Im Unterschied zu den 
β-Lactam-Antibiotika wird hier also ein Transformationsprodukt erhalten, dessen Masse-
Ladungsverhältnis mit dem des eingesetzten Antibiotikums identisch ist. 
 
 
Abb. 77: Analyse der Bildung von TP 734 bei der Umsetzung von ERY mittels Ere-A: oben: TIC-
Chromatogramme des Produkt-Ionen-Scans bei m/z 734 für ausgewählte Verlaufsproben mit 
Kontroll- oder Ere-A-Konstrukt, Zuordnung der Signale zu ERY oder TP 734, unten links: 
Massenspektrum des ERY-Signals (Probe: Kontrolle, 0 h) und Strukturformel des Antibioti-
kums mit R1 = Desosamin und R2 = Cladinose, rechts: Massenspektrum des TP 734-Peaks 
(Probe: Ere-A, 24 h) und Strukturvorschlag nach Barthélémy, P. et al., (1984)[158]  
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Eine Unterscheidung zwischen TP und ERY kann daher nur auf Grundlage unterschiedlicher 
Retentionszeiten im Chromatogramm und dem Fragmentierungsmuster erfolgen. Um die 
Bildung dieses Produktes und gleichzeitig die Umsetzung von ERY verfolgen zu können, wurde 
daher ein Produkt-Ionen-Scan bei dem Masse-Ladungsverhältnis 734 durchgeführt.  
Bei der Analyse der Kontrollproben ohne Ere-A-Aktivität wird nach 4,35 min ein Signal 
erhalten, dessen Intensität in allen Verlaufsproben vergleichbar hoch ist (Abb. 77, links oben). 
Ein Vergleich mit einem ERY-Standard hinsichtlich Retentionszeit und Fragmentspektrum 
dieses Peaks (Abb. 77, links unten) ergaben, dass dieses Signal dem Antibiotikum ERY zuzu-
ordnen ist. Die gleichbleibende Signalintensität in den Verlaufsproben bestätigt die bisherigen 
Ergebnisse, wonach ERY in den Zelllysaten des Kontrollstammes über 24 h hinweg stabil ist 
(Anhang A-13, Abb. A-10).  
Beim Einsatz von Ere-A-haltigem Zelllysat wird in der Startprobe ebenfalls ein ERY-Peak bei 
4,35 min detektiert, dessen Signalintensität infolge der enzymatischen Umsetzung mit 
zunehmender Reaktionszeit abnimmt. Bereits nach 30 min beträgt die Peakintensität im 
Vergleich zur Startprobe nur noch 25 %, was sehr gut mit den Ergebnissen der parallel 
durchgeührten quantitativen ERY-Analyse (MRM-Messung) übereinstimmt (Abb. 71). Nach 
30 min Reaktionszeit wird neben dem ERY-Signal ein weiterer Peak bei 5,05 min detektiert, 
dessen Intensität mit zunehmender Reaktionszeit ansteigt (Abb. 77, rechts oben). Da die 
Bildung dieser Substanz mit der ERY-Umsetzung korreliert (Abb. 79), ist anzunehmen, dass 
es sich bei diesem Signal um ein Transformationsprodukt handelt, dass bei der enzymatischen 
ERY-Umsetzung gebildet wird. Ein Strukturvorschlag nach B et al. (1984)[158] ist 
im zugehörigen Massenspektrum (Abb. 77, rechts unten) dargestellt.  
Die Strukturvorschläge ür die Fragmentionen sind in Abb. 78 dargestellt. Beide Massen-
spektren enthalten Signale bei m/z 734, 576 und 158. Diese sind dem jeweiligen Molekülion, dem 
Fragment-Ion, das durch Abstraktion des Cladinose-Restes (R₂) entsteht, und dem Desosamin-
Fragment (R₁) zuzuordnen[292, 293]. Im Massenspektrum von ERY werden zudem Ionen mit 
m/z 716, 698 sowie 558, 540 und 522 erhalten, welche jeweils zum nächstgrößeren Ion die 
Massendifferenz 18 Da aufweisen. Diese Differenz ist charakteristisch für eine Dehydra-
tationsreaktion, welche ausgehend vom 14-cyclischen Grundgerüst des ERY 2-mal in Folge 
unter Bildung der Fragmente m/z 716 und 698 auftreten kann. Dabei wird eine Hydroxyl-
Gruppe zusammen mit einem β-ständigen Proton unter Ausbildung einer Doppelbindung 
abstrahiert. Bei vorheriger Abspaltung des Cladinose-Restes wird eine zusätzliche Hydroxyl-
Gruppe generiert, welche ebenfalls eine Dehydratationsreaktion eingehen kann. 
Durch sukzessive Dehydratation werden die Fragment-Ionen m/z 558, 540 und 522 gebildet. Im 
Unterschied zu ERY fehlen im Massenspektrum des Transformationsproduktes diese Fragment-
Ionen, was mit der postulierten Struktur des Moleküls begründet werden kann. Aufgrund der 
zuvor erfolgten intramolekularen Cyclisierung unter Bildung der Spiroketal-Verbindung (TP 734) 
sind die Voraussetzungen für eine mehrfache Dehydratationsreaktion hier nicht gegeben.
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Abb. 78: Strukturvorschläge für die Fragment-Ionen nach Wills, R. H. et al., (2012)[292] und 
El-Bondkly, A. M. et al., (2008)[294] die beim Produkt-Ionen-Scan von ERY erhalten werden, 
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Zur Verdeutlichung des Verlaufs der ERY-Umsetzung und gleichzeitigen Bildung des TP ist 
die zeitliche Entwicklung der Peakflächen in Abb. 79 gegenübergestellt. Die Zwischen-
produkte 752 a und 752 b (entsprechend Abb. 13) der enzymatischen Hydrolyse konnten in 
keiner Probe nachgewiesen werden. Dabei ist zu beachten, dass zwischen Probenahme und 
Analyse mehrere Stunden vergehen, in denen diese TP entsprechend der in Abb. 13 darge-
stellten abiotischen Folgereaktionen weiter umgesetzt werden können.  
 
 
Abb. 79: Verlauf der Peakflächen bei der Umsetzung von ERY (m/z 734, tR = 4,35 min) und Bildung 
eines TP (m/z 734, tR = 5,05 min), Produkt-Ionen-Scan m/z 734, Konstrukt: Ere-A  
  
Transformationsprodukte bei der abiotischen Hydrolyse  
Neben den enzymatischen Umsetzungsprodukten werden in der Literatur auch Produkte mit 
einem Masse-Ladungsverhältnis von 716 beschrieben, die bei der abiotischen Hydrolyse von 
ERY gebildet werden[156]. Das TIC-Chromatogramm eines Produkt-Ionen-Scans bei m/z 716 
liefert mehrere Signale, die bereits in den Startproben nachweisbar sind (Abb. 80, oben).  
Insgesamt können im Bereich von 4,35 min bis 4,75 min 4 Signale mit einem Molekülionenpeak 
bei m/z 716 unterschieden werden. Die zugrundeliegenden Strukturen werden mit 716 a bis 
716 d bezeichnet. In den Kontrollproben blieben die Peakflächen der Verbindungen 716 a und 
716 c annähernd konstant. Demgegenüber verdreifachte bzw. verdoppelte sich die Peakfläche 
der Signale 716 b und 716 d innerhalb von 24 h, was auf eine Bildung dieser TP und somit einer 
abiotischen, hydrolytischen Umsetzung von ERY hindeutet. Angesichts der begrenzten Stabilität 
von ERY in wässrigen Lösungen und den weiteren Versuchsbedingungen (20 °C, 24 h, 
MES pH 6,3) ist eine gewisse Umsetzung des Antibiotikums zu erwarten. Im Verhältnis zur 
eingesetzten ERY-Menge wird nur ein geringer Anteil hydrolysiert, was die annähernd 
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Abb. 80: Analyse der abiotische TP 716 bei der Umsetzung von ERY mittels Ere-A: oben: TIC-Chroma-
togramme des Produkt-Ionen-Scans bei m/z 716 für ausgewählte Verlaufsproben mit Kontroll- 
oder Ere-A-Konstrukt, unten Massenspektren der Peaks (Probe: Kontrolle, 1440 min) 
 
Alle Massenspektren enthalten den Molekülionenpeak bei m/z 716 und die Fragment-Ionen 
m/z 558 und 158. Die Massendifferenz zwischen Molekülion und ERY beträgt 18 Da, was eine 
Wasserabspaltung anzeigt. Durch anschließende Abstraktion des Cladinose-Restes (R₂) ent-
steht das Fragment-Ion m/z 558. Das Signal m/z 158 kann dem Desosamin-Rest (R₁) zugeordnet 
werden. Diese Fragment-Ionen und Massendifferenzen sind typisch für Makrolid-Antibiotika 
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und deren TP. Bei den Peaks nach 4,35 min und 4,45 min sind außerdem Signale bei m/z 540 
und 522 vorhanden, die zu dem jeweils größeren Fragment-Ion eine Massendifferenz von 18 Da 
aufweisen und somit durch eine Abspaltung von Wasser gebildet werden. In der Literatur 
werden als Hydrolyse-Produkte von ERY stets die 3 Verbindungen Anhydro-ERY, ERY-Enol-
ether und Pseudo-ERY-Enolether diskutiert (Abb. 81)[156, 295–299]. 
 
 
Abb. 81: Strukturvorschläge für ERY-Transformationsprodukte mit m/z 716, die bei abiotischen Hy-
drolyseprozessen entstehen können nach Kim, Y.-H. et al., (2004)[156] 
 
Neben diesen 3 Substanzen könnte ein weiteres Signal durch eine Dehydratation von ERY in 
der Ionenquelle des Massenspektrometers hervorgerufen werden. Das auf diese Weise 
gebildete Produkt sollte ebenfalls ein Masse-Ladungsverhältnis von m/z 716 aufweisen und 
gleichzeitig mit der Precursor-Verbindung ERY eluieren. In diesem Fall sollte der Verlauf der 
ERY-Konzentration und dem in der Ionenquelle gebildeten Dehydratationsprodukt 
korrelieren, was bei dem Signal 716 a der Fall ist. In den Kontrollproben blieb sowohl die 
Peakfläche des ERY-Signals als auch die von 716 a konstant, während in den Ere-A-haltigen 
Proben die ERY-Menge sowie die Peakfläche von 716 a abnahm. Die experimentellen Daten 
stützen somit diese eorie. Aufgrund der identischen Retentionszeiten (tR = 4,35 min) und 
dem korrelierenden Peakflächenverlauf von ERY (Abb. 79) und 716 a (Abb. 81) ist daher anzu-
nehmen, dass diese Verbindung entsprechend des diskutierten Bildungsweges aus ERY in der 
Ionenquelle entsteht. Aus Abb. 80 ist ersichtlich, dass 716 a und 716 b übereinstimmende 
Fragmentspektren liefern, welche sich von allen weiteren Signalen (716 c bis 716 d) 
unterscheiden. Demnach könnte es sich bei 716 a und 716 b um identische Verbindungen 
handeln, die sich lediglich bezüglich ihres Entstehungsortes (Reaktionsansatz vs. Ionenquelle) 
und demzufolge in der Retentionszeit unterscheiden.  
Da kaum Unterschiede in den Massenspektren der einzelnen TP aureten, ist keine 
eindeutige Zuordnung zu den Strukturvorschlägen aus der Literatur möglich. Auch die Ver-
wendung von hochauflösender Massenspektrometrie wäre hier nicht zielührend, da es sich 
um Isomere handelt. 
Auällig ist, dass im Verlauf von 24 h die Signale bei tR 4,35 min, 4,45 min und 4,75 min in 
den Ere-A-haltigen Proben abnehmen. Daher ist anzunehmen, dass diese Substanzen 
ebenfalls enzymatisch umgesetzt werden. Die Signalintensität des 3. Peaks bei tR 4,65 min 
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ist bereits bekannt, dass Anhydro-ERY nicht durch Ere-A transformiert wird. Somit wird 
vermutet, dass es sich bei der Substanz bei tR 4,65 min um Anhydro-ERY handelt. Die 
Retentionszeit von Anhydro-ERY liegt im Bereich der diskutierten Peaks. Allerdings eluierten 
die Makrolid-Antibiotika und deren Transformationsprodukte aufgrund der strukturellen 
Ähnlichkeit alle innerhalb eines engen Zeitfensters. Zudem variierten die Retentionszeiten 
zwischen Messungen unterschiedlicher Versuchstage leicht, sodass keine eindeutige 
Zuordnung von Anhydro-ERY zu einem der Peaks, ohne parallele Messung der Standard-
substanz, erfolgen kann.  
Im Vergleich zu TP 734 (Abb. 77), welches auf die enzymatische Umsetzung zurückzuühren 
ist, wurden bei diesen Produkten der abiotischen ERY-Hydrolyse wesentlich niedrigere 
Signalintensitäten detektiert, die auf geringe Konzentrationen schließen lassen. Die ERY-
Konzentration blieb zudem in den Kontrollproben während dem Versuchszeitraum von 24 h 
konstant. Dies zeigt, dass diese abiotischen Produkte nur in geringen Mengen und, im 
Vergleich zur enzymatischen Hydrolyse, relativ langsam gebildet werden. Außerdem kann 
die Mehrheit der Produkte mit m/z 716 auch enzymatisch umgesetzt werden.  
 
4.5.3.2 Transformationsprodukte von Clarithromycin 
 
Bei der Untersuchung von CLA konnte kein Produkt der abiotischen Hydrolyse (m/z 730, 
analog zu m/z 716 bei ERY) nachgewiesen werden, was die in der Literatur beschriebene 
höhere Stabilität dieses Makrolid-Antibiotikums bestätigt[300]. Da die Umsetzung von CLA im 
Vergleich zu ERY wesentlich langsamer erfolgte, sind nachfolgend lediglich die Start- und 
Endproben gegenübergestellt (Abb. 82).  
Bei dem Produkt-Ionen-Scan von m/z 748 wird in der Startprobe und den Kontrollen ein Peak 
bei 4,7 min erhalten, der aufgrund der Retentionszeit und des Fragmentierungsmusters CLA zu-
zuordnen ist. Die Fragmentierung verläuft dabei analog zur ERY-Fragmentierung (Abb. 78). Aus 
CLA-Molekülionen mit m/z 748 entsteht durch Abstraktion des Cladinose-Restes das Fragment-
Ion m/z 590. Eine anschließende Dehydratationsreaktion führt zur Bildung des Fragments m/z 558. 
Infolge von mehrfachen Bindungsbrüchen im Makrocyclus, u. a. im Bereich zwischen den beiden 
glykosidisch gebundenen Zuckern, entsteht das Fragment m/z 316, wobei dieses den Desosamin-
Rest beinhaltet. Das Signal bei m/z 158 entspricht dem abgespaltenen Desosamin-Rest. 
Nach 24 h Reaktionszeit nimmt die Signalintensität in den Ere-A-haltigen Proben infolge der 
enzymatischen Umsetzung um ca. 45 % ab, was sehr gut mit den Ergebnissen der quantitativen 
CLA-Bestimmung korreliert (4.4.2.3). Gleichzeitig entsteht ein weiterer Peak bei 4,3 min mit 
m/z 766, welcher aufgrund der Massendifferenz von +18 Da, dem hydrolysierten CLA zuzuord-
nen ist. Das entsprechende Analogon konnte bei der ERY-Umsetzung nicht nachgewiesen 
werden, da dort die Hydroxylgruppe am C₆-Atom (Nummerierung entsprechend Abb. 13) eine 
intramolekulare Cyclisierungsreaktion eingeht, in deren Folge Wasser abgespalten wurde. 
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Abb. 82: Analyse der Bildung von TP 766 und TP 748 bei der Umsetzung von CLA mittels Ere-A, oben 
links: Gegenüberstellung der Peakflächen von CLA (m/z 748), TP 766 und TP 748 in Kontroll- 
und Ere-A-Proben, unten links: Massenspektrum des CLA-Signals und Strukturformel des 
Antibiotikums, unten rechts: Massenspektrum des TP 766 und Strukturvorschlag, oben rechts: 
Massenspektrum des TP 748 und Strukturvorschlag, Probe: Ere-A, 24 h 
 
Im Unterschied zu ERY weist CLA in dieser Position eine Methoxygruppe auf, welche die 
beschriebene Ringbildung und somit die anschließende Wasserabspaltung verhindert. Da 
diese Folgereaktionen entfallen, resultiert ür TP 766 der in Tab. 26 dargestellte Strukturvor-
schlag, aus welchem sich das detektierte Fragmentspektrum schlüssig erklären lässt. Die 
Massendifferenz von 32 Da ist typisch ür eine Methanol-Abspaltung und tri zweimal in 
Folge auf. Aus den Ergebnissen lässt sich nicht abschließend aulären, in welcher Position 
des Moleküls die wiederholte Abspaltung dieser Gruppierung erfolgen könnte, aber das 
Vorhandensein dieser Massendifferenz ist ein eindeutiges Indiz ür den Verlust einer 
derartigen Gruppe. Die Position der Wasserabspaltung lässt sich nicht eindeutig lokalisieren, 
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Tab. 26: Strukturvorschlag und Fragmentierung von TP 766 
TP 766-Strukturformel und 
Fragmentierung 
m/z  Bildungsweg Fragment-Ion 
 
766  Δ  18 Da ≙ H₂O 
Δ  32 Da ≙ MeOH 
Δ  44 Da ≙ CO₂ 
Δ  32 Da ≙ MeOH 
[TP 766+H]⁺ 
748  [TP 766-H₂O+H]⁺ 
716  [TP 766-MeOH+H]⁺ 
672  [TP 766-MeOH-CO₂+H]⁺ 
640  [TP 766-2MeOH-CO₂+H]⁺ 
  Δ 158 Da ≙ Cld 
Δ  32 Da ≙ MeOH 
Δ  44 Da ≙ CO₂ 
Δ  32 Da ≙ MeOH 
 
590  [TP 766-Cld+H]⁺ 
558  [TP 766-Cld-MeOH+H]⁺ 
514  [TP 766-Cld-MeOH-CO₂+H ]⁺ 
482  [TP 766-Cld-2MeOH-CO₂+H ]⁺ 
316  halber CLA-Ring [C₁₆H₃₀NO₅]⁺ 
158  Desosamin-Fragment [C₈H₁₆NO₂]⁺  
 
Darüber hinaus wurde ein TP mit m/z 748 nachgewiesen, welches sich von CLA hinsichtlich 
der Retentionszeit und des Fragmentspektrums unterscheidet. Aufgrund der Massendifferenz 
ist anzunehmen, dass dieses TP 748 aus TP 766 durch eine Dehydratationsreaktion gebildet 
wurde. Allerdings kann die Bildung dieses Produktes angesichts der diskutierten Methoxy-
gruppe am C₆-Atom nur durch eine Modifikation des in Abb. 13 dargestellten Reaktions-
pfades erklärt werden. Besonders auällig ist, dass im Unterschied zu allen anderen 
untersuchten Makrolid-Antibiotika sowie sämtlichen nachgewiesenen Transformations-
produkten, im Massenspektrum von TP 748 kein Desosamin-Fragment-Ion mit m/z 158 
detektiert wurde. Daher ist anzunehmen, dass dieser Zucker eine zusätzliche Bindung mit 
anderen funktionellen Gruppen des Moleküls eingeht, sodass eine Abstraktion des 
Desosamin-Restes wirksam verhindert wird. Da die Hydroxylgruppe am C₆-Atom bei CLA 
methyliert vorliegt und somit ür weitere Reaktionen nicht zugänglich ist, könnte anstelle 
dieser die freie Hydroxylgruppe des Desosamin-Restes am Carbonyl-Kohlenstoff (C₉) 
angreifen und somit eine intramolekulare Cyclisierung initiieren. In einem anschließenden 
Schri kann analog zur ERY-Umsetzung eine Spiro-Verbindung unter Abspaltung von 
Wasser gebildet werden. Der postulierte Reaktionsmechanismus in Abb. 83 liefert somit, 
unter Betrachtung der strukturellen Unterschiede von ERY und CLA, einerseits eine 
Erklärung ür das Fehlen des Desosamin-Fragmentes im Massenspektrum von TP 748 und 
andererseits die notwendige Dehydratationsreaktion, die zur Bildung dieses TP zwingend 























[CLA+H₂O+H]⁺ 766 m/z C₃₈H₇₂NO₁₄⁺  
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Abb. 83: Postulierter Reaktionsmechanismus für die Bildung der Transformationsprodukte TP 766 und 
TP 748 bei der enzymatischen CLA-Umsetzung 
 
4.5.3.3 Transformationsprodukte von Roxithromycin 
 
Obwohl das Enzym Ere-A laut Literaturangaben auch ROX transformieren sollte, konnte in 
den entsprechenden Versuchen (4.4.2.3) keine signifikante Abnahme der ROX-Konzentration 
nachgewiesen werden. Ein Produkt-Ionen-Scan bei m/z 837 ergab ein Signal nach 4,7 min, 
das aufgrund der Retentionszeit und des Fragmentierungsmusters ROX zuzuordnen ist. Die 
Signalintensität blieb in den Kontroll- und Ere-A-Proben erwartungsgemäß über den 
Versuchszeitraum hinweg konstant, was die Ergebnisse aus Abb. 71 bestätigt.  
Bemerkenswert ist allerdings, dass in der Ere-A-haltigen 24 h-Probe ein Peak bei einem Masse-
Ladungsverhältnis von 855 detektiert wurde, was der Anlagerung eines Wassermoleküls an 
ROX entspricht (Abb. 84). Dieses Signal kommt weder in den Kontrollproben noch in der Ere-A 
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Abb. 84: Analyse der Bildung von TP 855 bei der Umsetzung von ROX mittels Ere-A: oben: Gegenüber-
stellung der Peakflächen von ROX (m/z 837) und TP 855 in Kontroll- und Ere-A-Proben, unten 
links: Massenspektrum des ROX-Signals und Strukturformel des Antibiotikums, rechts: 
Massenspektrum des TP 855 und Strukturvorschlag 
 
Dies stützt die unter 4.4.2.3 diskutierte ese, dass ROX auch mit der hier untersuchten Ere-A 
transformiert werden kann, die Reaktionsgeschwindigkeit im Vergleich zur ERY- und 
CLA-Transformation aber deutlich langsamer verläu, sodass im begrenzten Versuchs-
zeitraum keine signifikante Konzentrationsabnahme von ROX zu beobachten war. 
Die Fragmentierung von ROX verläu ähnlich wie die der anderen Makrolid-Antibiotika ERY 
und CLA. Die Abspaltung des Cladinose-Restes ührt zur Bildung des intensivsten Fragment-
Ions m/z 679. Eine anschließende Abstraktion der Oxim-Seitenkee liefert das Signal m/z 558. 
Aus diesen entstehen die nächst kleineren Fragmente durch die wiederholte Abspaltung von 
Wasser. Das abstrahierte Desosaminfragment liefert, sowohl bei ROX als auch bei TP 855, das 
Signal bei m/z 158.  
Bei dem TP 855 wird zunächst vorrangig die Oxim-Seitenkee abgespalten, was zur Bildung 
des Fragmentes m/z 734 ührt, welches dem Molekülion von Erythromycin entspricht. Durch 
die nachfolgende Abspaltung der Cladinose wird das Fragment-Ion m/z 576 gebildet.  
 
 




Zur näheren Charakterisierung der enzymatischen Reaktionen wurden die Transformations-
produkte, welche bei der Umsetzung von β-Lactam-Antibiotika bzw. Makrolid-Antibiotika 
entstehen, analysiert. Bei der Reaktion von β-Lactam-Antibiotika werden unabhängig von 
der verwendeten β-Lactamase (TEM-1 oder TEM-8) identische Produkte erhalten. 
Vorteilha an diesen enzymatischen Verfahren ist vor allem die hohe Reaktionsgeschwindig-
keit, die zu einer zügigen Umsetzung der Antibiotika ührt. Die antibakterielle Wirkung geht 
durch die Spaltung des β-Lactam- bzw. des Makrolid-Ringes irreversibel verloren. Dies 
vermindert das Potential zur Ausbildung und Beibehaltung von Resistenzen bei Mikro-
organismen. Im Gegensatz zur Ozonung und anderen technischen Verfahren entstehen 
wenige definierte TP, was vorteilha sein kann. Im Falle der Umsetzung von β-Lactam-Anti-
biotika werden Produkte gebildet, welche ohnehin bei der Umsetzung dieser Substanzen in 
aquatischen Systemen entstehen würden. Die erhebliche Beschleunigung der natürlicher-
weise ablaufenden Umsetzungsprozesse der Antibiotika hin zu biologisch nicht oder 
wesentlich weniger aktiven Verbindungen stellt den größten Vorteil der enzymatischen 






Antibiotika sind ür die Behandlung von bakteriellen Infektionskrankheiten unerlässlich und 
daher ür die Human- und Veterinärmedizin von außerordentlicher Bedeutung. Vor diesem 
Hintergrund stellt die Ausbreitung von antibiotikaresistenten Pathogenen eine globale 
Herausforderung dar. Da die Präsenz der Wirkstoffe in der Umwelt Resistenzentwicklungen 
begünstigen kann, besteht ein wichtiger Ansatz zur Vermeidung der Ausbreitung solcher 
Resistenzen in der möglichst weitgehenden Entfernung von Antibiotikarückständen aus dem 
Wasserkreislauf. Da konventionelle Kläranlagen dieser Anforderung bisher nicht genügen, 
besteht Bedarf an innovativen Technologien. 
An diese Zielstellung anknüpfend, sollte im Rahmen eines Verbundprojektes auf der Basis 
von Hefen, die selbst keinen Selektionsdruck zur Entwicklung von Resistenzen unterliegen, 
ein biologisches Verfahren zur gezielten Eliminierung von Antibiotika aus kontaminierten 
Wässern entwickelt werden. Projektpartner am Institut ür Genetik der TU Dresden stellten 
hierür gentechnisch modifizierte Saccharomyces cerevisiae-Zellen zur Verügung, welche 
entsprechende Enzyme produzieren und sezernieren sollten. Das Ziel der vorliegenden Arbeit 
bestand darin, zu untersuchen, inwiefern diese rekombinanten Enzyme zur Transformation 
von verschiedenen Antibiotika in Wässern eingesetzt werden können und welchen Einfluss 
ausgewählte Randparameter darauf ausüben.   
Zur Verfolgung der Antibiotika-Umsetzung im umweltrelevanten Konzentrationsbereich wurde 
eine sensitive LC-MS/MS-Methode entwickelt und fortlaufend an veränderte Bedingungen, 
welche das Antibiotikaspektrum, das Enzymsystem und Matrixeinflüsse umfassen, angepasst.  
Um die grundsätzliche Eignung der Enzyme zur Transformation von Antibiotika nachzu-
weisen, wurde eine Versuchsvorschri erarbeitet, die eine gezielte Inhibierung der Enzyme 
nach definierten Zeitintervallen beinhaltet. 
Die zur Sekretion der Enzyme eingesetzten Signalsequenzen HSP150 und MFα eignen sich 
prinzipiell beide zum Transport und zum Ausschleusen der aktiven β-Lactamasen TEM-1 und 
TEM-8 aus den exprimierenden Zellen, wobei mit der Signalsequenz HSP150 deutlich 
schnellere Umsätze registriert worden sind. Die gewonnenen enzymhaltigen Kulturüber-
stände konnten direkt zur Umsetzung von Antibiotika herangezogen werden. Unter-
suchungen mit verschiedenen β-Lactam-Antibiotika ergaben in Übereinstimmung mit der 
Literatur, dass die rekombinante TEM-1 in der Lage ist, Penicilline und Cephalosporine der 
1. Generation, nicht aber höhere Cephalosporine, umzusetzen.  
Da sich das zu entfernende Antibiotikaspektrum in aufzuarbeitendem Abwasser ändern kann, 
wurde am Beispiel der TEM-8 untersucht, inwiefern das biologische Verfahren durch den Einsatz 
anderer Lactamase-Varianten auf ein erweitertes Substratspektrum übertragbar ist. Das für die 
TEM-1 erfolgreich etablierte Expressionssystem führte bei TEM-8-exprimierenden Zellen aller-
dings zu einer irreversiblen Inaktivierung des Enzyms. Durch einen Wechsel zu einem nährstoff-
reicheren und gepufferten Kulturmedium konnte die infolge von Stoffwechselaktivitäten im 
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Verlauf der Kultivierung stattfindende pH-Wert-Absenkung des Mediums vermieden und somit 
aktive TEM-8 gewonnen werden. Die Änderung der Kultivierungsbedingungen führte zu einer 
deutlichen Steigerung der Zellzahl und damit einhergehend zu einer Erhöhung der Trans-
formationsgeschwindigkeit. Die TEM-8 hydrolysierte neben den mittels TEM-1 umgesetzten 
β-Lactam-Antibiotika auch höhere Cephalosporine bis zur 4. Generation sowie ein Monobactam, 
wodurch das erweiterte Wirkspektrum dieses Enzyms demonstriert werden konnte.  
Voraussetzung für eine praktische Anwendung des Systems sind genaue Kenntnisse zur 
enzymatischen Aktivität, die auf der Basis umfangreicher Versuchsreihen durch systematische 
Variation von Einflussfaktoren gewonnen werden konnten. In diesem Zusammenhang ist 
allerdings der Einsatz von enzymhaltigen Kulturüberständen problematisch, da, bedingt durch 
unvermeidbare Unterschiede in den Zell- und Plasmidzahlen, die Enzymmenge und damit die 
Umsatzgeschwindigkeit variiert. Zudem begrenzte die Menge an zur Verfügung stehendem, 
enzymhaltigem Kulturüberstand den Umfang der möglichen Versuchsreihen. Daher wurde 
eine mittels Histidin-tag gereinigte TEM-1 β-Lactamase eingesetzt, um unter vergleichbaren 
Bedingungen und unbeeinflusst von der Matrix des Kulturüberstandes systematisch den 
Einfluss verschiedener Faktoren auf die enzymatische Aktivität untersuchen zu können.  
Die β-Lactamase TEM-1-His war hierbei in einem weiten pH-Bereich von pH 4 bis pH 9 aktiv. 
Die systematische Variation verschiedener Puffer, der Pufferkonzentration und der Temperatur 
ergaben einen vergleichsweise geringen Einfluss auf die enzymatische Aktivität. Größere 
Aktivitätsunterschiede waren in Abhängigkeit von dem eingesetzten β-Lactam-Antibiotikum 
festzustellen. Während die Penicilline Ampicillin, Amoxicillin, Penicillin G und Piperacillin zügig 
umgesetzt wurden, verlief die Reaktion des Isoxazolylpenicillins Oxacillin deutlich langsamer. 
Das zur gleichen Gruppe zählende Cloxacillin und das Cephalosporin Cephalothin (1. Genera-
tion) wurden hingegen praktisch nicht transformiert. Die Änderung der Substrataffinität gegen-
über Cloxacillin und Cephalothin im Vergleich zu den Versuchen mit enzymhaltigen Kulturüber-
stand (TEM-1, ohne His-tag) ist wahrscheinlich auf den angefügten Histidin-tag zurückzuführen. 
Für einen praktischen Einsatz wird die Anwendung von gereinigtem Enzym daher nicht forciert.  
Unter Einsatz von noch sensitiverer LC-MS/MS-Technik mit einer Ampicillin-Nachweisgrenze 
von 3 pM, wurde die β-Lactam-Antibiotika-Konzentration im Bereich von 1 nM bis 100 µM 
variiert. Mit diesen Versuchsreihen konnte die Eignung des Enzyms zur Entfernung von Anti-
biotika im umweltrelevanten Konzentrationsbereich erfolgreich demonstriert werden, da bei 
allen Experimenten nach einem Zeitraum von 24 h kein AMP mehr nachweisbar war. 
Die Übertragung der Versuche von Modellwässern auf Realwässer ergab, dass die TEM-1-His, 
zumindest temporär, auch in Kläranlagenzu- und -ablauf aktiv ist, wobei die Aktivität mit 
zunehmender Expositionsdauer und Komplexität der Wassermatrix abnahm.  
Aus den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Einflussfaktoren lassen sich die optimalen 
Reaktionsbedingungen ableiten. Die höchste Reaktionsgeschwindigkeit ist demnach bei der 
Umsetzung in 0,1 M Kaliumphosphatpuffer im pH-Bereich zwischen pH 6 bis pH 7, bei einer 
Temperatur von 21 bis 30 °C und möglichst hohen Antibiotikakonzentrationen zu erwarten. 
Letzteres folgt aus der ermittelten Michaelis-Menten-Konstante von 224 µM (für die AMP-
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Umsetzung mittels TEM-1-His), welche zeigt, dass die in der Umwelt zu erwartenden Konzentra-
tionen stets deutlich unter Kₘ liegen werden und daher die enzymatische Aktivität von höheren 
Antibiotika-Konzentrationen profitieren wird. Die nachgewiesene Aktivität (ca. 50 % im 
Vergleich zum Kaliumphosphatpuffer) der TEM-1 auch in Kläranlagenzulauf als besonders 
anspruchsvoller Matrix unterstreicht die Stabilität des Enzyms für den praktischen Einsatz.  
Die prinzipielle Übertragbarkeit dieses Verfahrens auf andere Enzyme zur Eliminierung 
weiterer Antibiotikaklassen wurde am Beispiel der Makrolid-Antibiotika gezeigt, indem 
Esterase Ere-A-produzierende Zellen zur Hydrolyse von Erythromycin und Clarithromycin 
eingesetzt wurden. Im Unterschied zu den β-Lactamasen konnten ür dieses Enzym eine 
Sezernierung bisher nicht erreicht werden, sodass zunächst ein Zellaufschluss zur Gewin-
nung des enzymhaltigen Rohextraktes nötig war. Ein angeügter His-tag verringerte auch in 
diesem Fall die Geschwindigkeit der enzymatischen Reaktion. Die Variation der Puffer-
systeme beeinflusste die Reaktionsgeschwindigkeit, wobei die höchste Aktivität in Gegen-
wart von 2-(N-Morpholino)ethansulfonsäure-Puffer erzielt wurde.  
Zur näheren Charakterisierung der Umsetzung erfolgte eine Analyse der gebildeten Trans-
formationsprodukte. Bei beiden betrachteten enzymatischen Transformationen geht die anti-
bakterielle Wirkung jeweils durch die hydrolytische Spaltung des β-Lactam- bzw. des 
Makrolid-Ringes irreversibel verloren. Bei Makroliden ührt die Spaltung der Esterbindung 
zur Inaktivierung und Linearisierung des Moleküls, woran sich weitere Dehydratations- und 
Umlagerungsreaktionen anschließen. Die Reaktion mit β-Lactamasen ührt unabhängig von 
dem verwendeten Enzym, TEM-1 oder TEM-8, zu identischen Produkten, welche gleichsam 
den Hauptprodukten der abiotischen Hydrolyse in der aquatischen Umwelt entsprechen.  
Die Ergebnisse zeigen, dass dieses biologische Verfahren auf der Basis von gentechnisch 
veränderten Hefen prinzipiell zur Inaktivierung von Antibiotika herangezogen werden kann. 
Dabei kann durch die Wahl des Enzyms das umsetzbare Antibiotikaspektrum gezielt variiert 
und auch um andere Antibiotikaklassen erweitert werden. 
Als biologisches Verfahren zeichnet sich der untersuchte enzymatische Ansatz durch einen 
geringen Energie- und Chemikalienbedarf aus, und ist somit potentiell umweltfreundlich, kosten-
günstig und nachhaltig. Prinzipiell ist festzustellen, dass die eingesetzte biologische Methode im 
Labormaßstab vielversprechende Ergebnisse zur Eliminierung von ausgewählten Antibiotika 
lieferte. Die erhebliche Beschleunigung der natürlicherweise ablaufenden Umsetzungsprozesse 
der Antibiotika zu biologisch nicht oder wesentlich weniger aktiven Verbindungen stellt den 
größten Vorteil der enzymatischen Umsetzung dar. Somit wird der Zeitraum, in dem die 
Antibiotika potentiell eine unerwünschte Wirkung auf Mikroorganismen ausüben und in diesem 
Zusammenhang die Beibehaltung und Verbreitung von Resistenzgenen fördern können, 








Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit realisierten Untersuchungen im Labormaßstab sind 
im Bereich der Grundlagenforschung angesiedelt und haben gezeigt, dass antibiotika-
abbauende Enzyme in Saccharomyces cerevisiae exprimiert und sezerniert werden können 
und diese zudem aktiv im Kulturüberstand wirken können. Wie die Ergebnisse der Ere-A-
exprimierenden Zellen ergaben, stellt die Sezernierung jedoch noch teilweise ein Problem 
dar. Eine erfolgreiche Sekretion der Enzyme sollte dringend angestrebt werden, da 
andernfalls ein zusätzlicher Arbeitsschri zur Gewinnung der Enzyme erforderlich wird. 
Daher sollten weitere Signalpeptide getestet werden, um ein System zu finden, dass die 
Sezernierung ür eine breite Palee an Enzymen robust sicherstellt. 
Die Wahl des Enzyms bestimmt das umsetzbare Substratspektrum. Gegenstand zukünftiger 
Untersuchungen könnte der Einsatz weiterer Enzyme, wie anderer β-Lactamasen oder der 
Esterase Ere-B, sein, mit dem Ziel, das umsetzbare Antibiotikaspektrum weiter auszubauen. 
Bisher handelt es sich um ein sehr spezifisches Verfahren zur gezielten Eliminierung von 
strukturell sehr ähnlichen Verbindungen. Da das Vorkommen reiner β-Lactam-Antibiotika-
Mischungen nur bei Spezialanwendungen von Bedeutung sein wird, sollte daher versucht 
werden, andere Enzyme mit breiterem Wirkspektrum, wie z. B. Laccasen oder Peroxidasen, zu 
integrieren. Sofern die Biosynthese im Wirtsorganismus S. cerevisiae erfolgreich verläuft, 
könnten durch diese unspezifischen Enzyme möglicherweise auch andere Spurenstoffgruppen, 
wie Medikamente im Allgemeinen oder Pestizide, einer Umsetzung zugänglich werden.  
Sofern unspezifisch wirkende Enzyme integriert werden, gewinnt die Bestimmung der Trans-
formationsprodukte und insbesondere die Bewertung ihrer Toxizität an Bedeutung. Da die 
chemisch-analytischen Verfahren zur Identifikation von Transformationsprodukten zeitauf-
wendig und teuer sind, sollten zunächst effektbasierte Methoden zur Toxizitätsbewertung 
und Priorisierung der Proben eingesetzt werden, um gegebenenfalls anschließend eine 
weitergehende Analyse mit z. B. hochauflösenden MS-Techniken durchzuühren. Bisher 
wurde zwar gezeigt, dass die antibakterielle Wirkung verloren geht, aber es konnten keine 
Aussagen zu anderen Effekten, z. B. zum endokrinen Potential, oder zur Beeinflussung der 
Resistenzentwicklung, getroffen werden. Einerseits ist anzunehmen, dass mit dem Wegfall 
der antibiotischen Wirkung und damit einhergehend dem Selektionsdruck auch weniger 
Resistenzen aureten. Andererseits ist nicht auszuschließen, dass noch wesentliche Struktur-
merkmale in den Transformationsprodukten vorhanden sind, die unter Umständen aus-
reichen, um Resistenzen auszulösen. Auch hier wäre daher der Einsatz von effektbasierten 
Verfahren anzustreben.  
Das aktuelle System ist darauf ausgerichtet, konstitutiv spezielle Enzyme freizusetzen, ohne 
dass ein Steuerungsmechanismus diese Freisetzung auf das Vorhandensein einer speziellen 
Antibiotikagruppe bezieht. Erstrebenswert wäre es jedoch, einen Detektionsmechanismus an 
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eine adäquate Antwort koppeln zu können. Auf diese Weise könnten mehrere Expressions-
systeme mit unterschiedlichen Wirkspektrum integriert werden, von denen nur jeweils das 
in entsprechender Menge angeregt wird, dessen Spurenstoff gerade vorhanden ist. Für das 
Schmerzmiel Diclofenac konnte ein Hefe-basiertes Sensorsystem bereits in einem Partner-
projekt innerhalb des Wachstumskerns BioSAM entwickelt werden. Im Rahmen eines 
zukünigen Forschungsprojektes wird dieser Ansatz, das bestehende System zum Abbau der 
Antibiotika mit einem biologischen Detektionsverfahren zu kombinieren, weiter verfolgt. 
Dazu sollen gentechnisch veränderte Bakterien erzeugt werden, die in Gegenwart von 
Antibiotika Hefe-spezifische Signalpeptide freisetzen. Entsprechend modifizierte Hefen 
sollen als Reaktion auf diese Signalsubstanzen Antibiotika-abbauende Enzyme produzieren. 
Das angestrebte Gesamtsystem wäre damit in der Lage, Antibiotika zu detektieren und 
zielgerichtet abzubauen, sofern diese in speziellen Abwässern aureten.  
Der Einsatz lebender Zellen hat, wie bereits dargestellt, den Vorteil, dass diese gegebenenfalls 
auf äußere Impulse reagieren können. Allerdings unterliegen sie als gentechnisch veränderte 
Organismen S1-Regulierungen, weshalb ür deren praktische Anwendung weitere Arbeiten 
notwendig wären, mit dem Ziel, eine Freisetzung in die Umwelt zu vermeiden. Der Wirt-
sorganismus S. cerevisiae selbst ist zwar unbedenklich, jedoch tragen die transferierten Gene 
Resistenzmechanismen. Daher sollte deren Freisetzung und Weitergabe über Prozesse wie 
horizontaler Gentransfer, insbesondere bei Genen, die Multresistenzen vermieln, wie 
Extended-Spectrum β-Lactamasen, vermieden werden. 
Daür könnten Immobilisierungsverfahren, welche die Integration vitaler Hefen erlauben, 
wie z. B. die Einbeung in Hydrogele, erprobt werden. Mit Sensor-Zellen wurde dies bereits 
in ersten Versuchsreihen erfolgreich umgesetzt. Auch die Konstruktion einer S1-ähigen 
Behandlungsstufe könnte Gegenstand eines zukünigen Projektes sein.  
Alternativ ist, insbesondere bei sekretorischen Enzymen, eine räumliche Trennung von 
Enzymgewinnung und -anwendung vorstellbar. Die S1-Problematik wäre dann lediglich bei 
der Kultivierung der Hefen zu beachten. Eine Herausforderung wäre hier die begrenzte 
Stabilität der Enzyme und der damit verbundene sukzessive Verbrauch dieser, da sie nicht 
permanent nachproduziert werden. Ein potentieller Lösungsansatz besteht in der Immobili-
sierung der Enzyme auf Trägermaterialien, wodurch die Stabilität gegen Abbauprozesse 
erhöht werden kann, wie Laccase-Systeme aus dem Bereich der Biotechnologie bereits 
zeigten. 
Unabhängig davon, ob Ganzzellsysteme oder isolierte Enzyme eingesetzt werden, ist zu 
beachten, dass Enzyme besonders effektiv im Bereich der Substratsäigung arbeiten, die 
typischen Antibiotikakonzentrationen in der Umwelt aber um Größenordnungen darunter 
liegen. Zielührend ist der Einsatz dieses enzymatischen Verfahrens daher besonders in 
Bereichen mit hohen Antibiotikagehalten, wie sie beispielsweise bei Abwässern aus der 
pharmazeutischen Industrie, aus Krankenhäusern, aus der Intensivtierzucht oder bei Prozess-
wässern aureten. Die Methode könnte daher bevorzugt dezentral an lokalen Hot-Spots 
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Anwendung finden, um einen Eintrag und damit einhergehend eine Verteilung der 
Antibiotika im Abwassersystem und in der aquatischen Umwelt zu reduzieren. Für die 
Anwendung bei diesen belasteten Wässern müsste die Stabilität der Enzyme z. B. durch 
Immobilisierung erhöht werden, da die Zusammensetzung der Wassermatrix maßgeblich die 
Stabilität und Aktivität der Enzyme beeinflusst, indem eine Vielzahl an Substanzen deren 
Inhibierung oder Abbau bewirken können. Bei End-of-pipe-Lösungen wären Verfahrens-
kombinationen mit Konzentratanreicherung (z. B. Membranverfahren, evtl. mit Einbeung 
des Enzyms) zu entwickeln.  
Da belastete Abwasserproben aus methodischen Gründen bisher nur in filtrierten Zustand 
eingesetzt worden sind, sollten bei weitergehenden Untersuchungen auch schwebstoaltige 
Wässer untersucht werden, welche zusätzlich mögliche Sorptionseffekte und biologische 
Abbauprozesse berücksichtigen, um noch realistischere Ergebnisse zu erhalten. 
Vor einem geplanten Praxisbetrieb müsste schließlich eine Realisierung des Verfahrens im 
technischen Maßstab erarbeitet werden und dabei gegebenenfalls das bisherige Batch-System 
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A-1 Weitere Analysenmodi bei der Tandem-Massenspektrometrie 
 
Abb. A-1 stellt die Vorgänge beim Precursor-Ion- und Neural-Loss-Scan schematisch dar. Bei 
Ersterem wird im 3. adrupol Fragment-Ionen mit einem definierten m/z selektiert, 
während Q 1 einen m/z-Bereich scannt. Somit ist die Identifizierung eines zum Fragment 
gehörigen Precursor-Ions möglich[221].  
 
 
Abb. A-1: Schematische Darstellung der Vorgänge beim Precursor-Ion-Scan (Pre) und Neutral-Loss-Scan 
(NL) nach Niessen, W. M. A., (1999)[221] 
 
Ein Neutral-Loss-Scan ermöglicht den indirekten Nachweis eines neutralen Fragment-
moleküls. Dazu Scannen die Quadrupole Q1 und Q3 simultan mit einem bestimmten 
Massenversatz, welcher der Masse des vermuteten Neutralteilchens entspricht. Auf diese 
Weise werden nur diejenigen Produkt-Ionen, die aus der Abspaltung des gewünschten 
Neutralteilchens resultieren, detektiert[221]. Beide Scan-Methoden können zur Detektion 
von strukturell verwandten Analyten, die ein identisches Fragment-Ion produzieren, 
herangezogen werden[196]. 
Anhang  
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A-2  Verwendete Geräte und Chemikalien 
 
Tab. A-1: Verwendete Geräte und Materialien 
Gerät und Material Modell Hersteller 
Analysenwaage AC 210 S Sartorius 
Autoklav VE-75 Systec 
Filter für Abwasserproben PORAFIL® Regenerierte Cellulose, 
0,2 µM 
Macherey-Nagel 
pH-Elektrode SJ 114 VWR 
pH-Meter Multi 340i WTW 
Reinstwasseranlage GenPure UV TKA Wasseraufberei-
tungssysteme GmbH 
TOC/DOC-Messgerät TOC-VCPN-Analyzer Shimadzu 
Schwingmühle MM 2000 Retsch 
Spritzenvorsatzfilter Celluloseacetat Membran 0,2 µM VWR International 
Steilbank HeraSafe Heraeus 
UV-Vis Spektrophotometer UV-1800 Shimadzu 
Vortexter Vortex-Genie 2 Scientific Industries 
Zentrifuge I (Kühlzentrifuge) 1-14 K Sigma 
Zentrifuge II (Universalzentrifuge) Z 383 K Hemle 
Zentrifugenfilter Amicon® Ultra-Zentrifugenfilter, 
regenerierte Cellulose, 15 mL 
Merck Millipore 
LC-MS/MS-QTRAP®-3200 bestehend aus: 
Online-Entgaser  Vacuum Degasser G1322A, series 1100 Agilent 
HPLC-Pumpe  Quaternary Pump G1311A, series 1100 Agilent 
Autosampler  Autosampler G1313A, series 1100 Agilent 
Säulenofen  Column oven G1316A, series 1100 Agilent 
Vorsäule  SecurityGuard™ ULTRA cartridges for 
EVO-C18 
Phenomenex 
Trennsäule I Kinetex® 5 µm EVO C18 100 Å, 
150 × 2,1 mm 
Phenomenex 
Trennsäule II Kinetex® 5 µm EVO C18 100 Å, 
100 × 2,1 mm 
Phenomenex 
Massenanalysator  LC-MS/MS-QTRAP®-3200 AB Sciex 
LC-MS/MS-QTRAP®-6500+ bestehend aus: 
Communication BUS Modul CBM-20A Shimadzu 
Online-Entgaser DGU-20A Shimadzu 
HPLC-Pumpen A und B LC-30AD, series Nexera X2 Shimadzu 
Autosampler SIL-30AC, series Nexera X2 Shimadzu 
Säulenofen CTO-20AC series Nexera X2 Shimadzu 
Vorsäule SecurityGuardTM ULTRA cartridges 
for Luna Omega 
Phenomenex 
Trennsäule Luna Omega 1,6 μm Polar C 18 100 Å, 
100 × 2,1 mm 
Phenomenex 




Tab. A-2: Verwendete Chemikalien, deren CAS-Nummer, Reinheit und Hersteller 
Substanz CAS-Nr. Reinheit  Hersteller 
Antibiotika:     
Amoxicillin Trihydrat (AMX) 61336-70-7 > 95 %  Alfa Aesar 
Ampicillin Natriumsalz (AMP) 69-52-3 > 93 %  PanReac AppliChem 
Azitromycin-Dihydrat (AZI) 117772-70-0 > 95 %  Sigma Aldrich 
Aztreonam (AZT) 78110-38-0 > 96 %  MP Biomedicals LLC 
Cefepim (CFP) 88040-23-7 > 98 %  Molekula 
Cefotaxim Natriumsalz (CEF) 64485-93-4 > 98 %  Calbiochem 
Cefoxitin (CXT) 33564-30-6 > 96 %  Glentham Life Science 
Ceftazidim (CZD) 78439-06-2 > 95 %  Cayman Chemical Company 
Cefuroxim-Natriumsalz (CFU) 56238-63-2   > 85,5 %  Molekula 
Cephalothin Natriumsalz (CET) 58-71-9 > 98 %  Sigma Aldrich 
Clarithromycin (CLA) 81103-11-9 > 95 %  Sigma Aldrich 
Cloxacillin Natriumsalz (CLX) 642-78-4    96 %  Alfa Aesar 
Erythromycin-freie Base (ERY) 114-07-8 > 95 %  AppliChem 
Oxacillin Natriumsalz (OXA) 1173-88-2    95 %  Sigma Aldrich 
Penicillin G Natriumsalz (Pen G) 69-57-8 p. a.  Alfa Aesar 
Piperacillin Natriumsalz (PIP) 59703-84-3 p. a.  Sigma Aldrich 
Roxythromycin (ROX) 80214-83-1 > 96 %  Santa Cruz Biotechnology 
interne Standards:     
Amoxicillin-tetradeuteriert (AMX-D₄) 26787-78-0    96 %  Toronto Research Chemicals 
Ampicillin-pentadeuteriert (AMP-D₅) 1426173-65-0    95 %  Toronto Research Chemicals 
Cefotaxim-tertdeuteriert (CEF-D₃) -     95 %  Toronto Research Chemicals 
Erythromycin-hexadeuteriert (ERY-D₆) 959119-25-6    95 %  Toronto Research Chemicals 
Roxythromycin-heptadeuteriert (ROX-D₇) -  p. a.  Biozol Diagnostica 
Lösungsmittel und Eluentadditive     
Acetonitril 75-05-8 LC-MS  ChemSolute®, Th. Geyer 
DMSO 64-68-5    99 %  Acros Organics 
Essigsäure 64-19-7 LC-MS  Merck 
Ethanol, vergällt 64-17-5 techn.   Merck 
Methanol 67-56-1 LC-MS  ChemSolute®, Th. Geyer 
Methansäure 64-18-6 LC-MS  VWR Chemicals 
Wasser 7732-18-5 LC-MS  ChemSolute®, Th. Geyer 
Puffersubstanzen:     
Dikaliumhydrogenphosphat 7758-11-4 > 98 %  Merck 
HEPES 7365-45-9   > 99,5 %  ApplieChem 
Kaliumdihydrogenphosphat 7778-77-0 > 99 %  Carl Roth 
MES 4432-31-9     p. a.  Serva 
MOPS-Natriumsalz 71119-22-7 > 99 %  ApplieChem 
Bestandteile der Nährmedien:     
(NH₄)₂SO₄ 7783-20-2    > 99,5 %  PanReac AppliChem 
complete supplement mixture (CSM) - -  Formedium Ltd. 
Uracil (Ura) 66-22-8 p. a.  Laborbestand IfG 
Yeast nitrogen base, w/o aa, w/o (NH₄)₂SO₄ - -  Formedium Ltd. 
-Glucose (Glc) 56-86-0    99 %  Merck 
-Histidin (His) 71-00-1 p. a.  Laborbestand IfG 
-Leucin (Leu) 61-90-5 p. a.  Laborbestand IfG 
-Methionin (Met) 63-68-3 p. a.  Laborbestand IfG 
weitere Substanzen:     
Sulbactam 68373-14-8    98 %  Alfa Aesar 
Nitrocefin 41906-86-9 ≥ 95 %  Cayman Chemical Company 
Proteinase Inhibitor cOmplete, EDTA-frei - -  Roche 
Natriumhydroxid 1310-73-2    99 %  Grüssing GmbH 
Phosphorsäure 7664-38-2    85 %  Fischer Scientific 
Salzsäure 7647-01-0    37 %  VWR Chemicals 
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A-3 HPLC-Methoden 
 
Tab. A-3: Gradientenprogramme zur Quantifizierung von Antibiotika inkl. Angaben zur Ventilschal-
tung, dem Ionisationsmodus ESI(+): positive Ionisation, ESI(-): negative Ionisation und dem 












I 0,0  350 100  0  LC- ESI(+)-MS/MS-3200 
Säule I  
scheduled-MRM-Modus 
Ventilschaltung, MS: 
 1,3 bis 3,8 min und  
 7,5 bis 13,0 min 
 
AMP, AMP-D₅, AMX, 
AMX-D₄, CLX, OXA, 
Pen G, PIP 
5,0  350 100  0  
6,5  350 0  100  
10,0  350 0  100  
10,5  350 100  0  
15,0  350 100  0  




 3,5 bis 5,0 min 
 
AMP, AMP-D₅  
1,0  500 100  0  
2,5  500 20  80  
5,0  500 20  80  
5,1  500 100  0  
8,5  500 100  0  




 3,5 bis 5 min  
 
CET 
0,5  500 80  20  
2,0  500 0  100  
6,0  500 0  100  
6,1  500 80  20  
10,0  500 80  20  




 3,0 bis 4,0 min  
 
ERY, ERY-D₆  
0,5  500 90  10  
1,5  500 0  100  
4,0  500 0  100  
4,1  500 90  10  
8,0  500 90  10  




 3,0 bis 6,0 min  
 
AMP, AMP-D₅  
CEF, CEF-D₃  
1,0  500 100  0  
2,5  500 20  80  
5,0  500 20  80  
5,1  500 100  0  
9,0  500 100  0  




a)  0,5 bis 2,0 min und   
 4,0 bis 8,5 min 
 
b) 4,0 bis 9,5 min 
a) AMP, AMP-D₅,  
AMX, AMX-D₄, CEF, 
CEF-D₃, CLX, OXA, 
Pen G, PIP 
1,5  500 100  0  
2,0  500 55  45  
3,0  500 55  45  
4,0  500 30  70  
 
b) AMP, AMP-D₅, 
AZT, CEF, CEF-D₃, 
CFP, CFU, CXT-Na, 
CZD 
5,0  500 30  70  
8,0  500 0  100  
9,0  500 0  100  
10,0  500 100  0  
14,0  500 100  0  




 3,5 bis 5,5 min  
 
Anhydro-ERY, AZI, 
CLA, ERY, ERY-D₆,  
ROX, ROX-D₇, 
0,5  500 80  20  
2,0  500 40  60  
5,0  500 0  100  
6,0  500 0  100  
6,5  500 80  20  
9,0  500 80  20  
IX 0,0  600 98  2  ESI(+)-LC-MS/MS-6500+ 
Non-scheduled-MRM-Modus 
Ventilschaltung, MS: 
 1,3 bis 3,0 min  
 
AMP, AMP-D₅ 
0,1  600 98  2  
2,0  600 74  26  
2,5  600 2  98  
4,5  600 2  98  
5,0  600 98  2  
6,5  600 98  2  
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A-4 Massenspektrometrische Parameter 
 
Tab. A-4: Massenübergänge und Potentialeinstellungen am LC-MS/MS-3200 zur Quantifizierung ver-
schiedener Antibiotika 














AMP 1 350,1 106,2 36,0 4,5 24,0 23,0 4,0 
AMP 2 350,1 160,1 36,0 4,5 24,0 19,0 4,0 
AMP-D₅ 1 355,1 111,1 31,0 4,5 22,0 23,0 4,0 
AMP-D₅ 2 355,1 179,3 31,0 4,5 22,0 21,0 4,0 
AMX 1 366,0 114,0 26,0 7,0 24,0 25,0 4,0 
AMX 2 366,0 349,0 26,0 7,0 24,0 15,0 6,0 
AMX-D₄ 1 370,2 114,2 36,0 4,5 24,0 27,0 4,0 
AMX-D₄ 2 370,2 353,3 36,0 4,5 24,0 15,0 4,0 
Anhydro-ERY 1 716,4 158,2 41,0 8,0 30,0 39,0 4,0 
Anhydro-ERY 2 716,4 558,4 41,0 8,0 30,0 23,0 6,0 
AZI 1 749,6 591,4 61,0      12,0 28,0 33,0 6,0 
AZI 2 749,6 158,2 61,0      12,0 28,0 51,0 4,0 
AZT 1 436,0 313,2 36,0 9,5 24,0 21,0 4,0 
AZT 2 436,0 209,0 36,0 9,5 24,0 33,0 4,0 
CEF 1 456,1 396,1 36,0 5,0 30,0 17,0 6,0 
CEF 2 456,1 324,0 36,0 5,0 30,0 21,0 6,0 
CEF-D₃ 1 459,0 125,1 41,0 8,5 22,0 65,0 4,0 
CEF-D₃ 1 459,0 167,1 41,0 8,5 22,0 25,0 4,0 
CET 1 394,9 180,0     −15,0     −2,5    −26,0    −16,0     −2,0 
CET 2 394,9 167,0     −15,0     −2,5    −26,0    −10,0     −2,0 
CET 3 394,9 156,0     −15,0     −2,5    −26,0    −12,0     −2,0 
CET 4 394,9 111,9     −15,0     −2,5    −26,0    −24,0        0,0 
CFP 1 481,1 167,2 31,0 9,0 24,0 29,0 4,0 
CFP 2 481,1 156,1 31,0 9,0 24,0 31,0 4,0 
CFP 3 481,1 125,1 31,0 9,0 23,6 65,0 4,0 
CFU 1 447,0 386,1 41,0 7,5 22,6 19,0 6,0 
CFU 2 447,0 342,1 41,0 7,5 22,6 21,0 6,0 
CLA 1 748,5 158,2 51,0      10,5 34,0 37,0 4,0 
CLA 2 748,5 590,4 51,0      10,5 34,0 31,0 6,0 
CLX 1 436,1 160,2 36,0 5,5 24,0 21,0 4,0 
CLX 2 436,1 277,2 36,0 5,5 24,0 19,0 4,0 
CXT-Na 1 450,0 389,1 46,0 6,5 24,0 17,0 6,0 
CXT-Na 2 450,0 266,1 46,0 6,5 24,0 21,0 4,0 
CZD 1 547,1 167,1 26,0 7,0 26,0 35,0 4,0 
CZD 2 547,1 468,1 26,0 7,0 26,0 21,0 6,0 
ERY 1 734,5 158,2 46,0 7,0 34,0 39,0 4,0 
ERY 2 734,5 576,4 46,0 7,0 34,0 31,0 6,0 
ERY-D₆ 1 741,4 164,2 41,0 7,0 30,0 43,0 4,0 
ERY-D₆ 2 741,4 83,1 41,0 7,0 30,0 77,0 4,0 
OXA 1 402,1 160,1 31,0 7,0 26,0 19,0 4,0 
OXA 2 402,1 243,2 31,0 7,0 26,0 19,0 4,0 
Pen G 1 335,1 160,1 31,0 6,5 18,0 17,0 4,0 
Pen G 2 335,1 176,2 31,0 6,5 18,0 17,0 4,0 
PIP 1 518,2 143,1 36,0 8,0 24,0 25,0 4,0 
PIP 2 518,2 160,1 36,0 8,0 24,0 23,0 4,0 
ROX 1 837,5 158,2 56,0 9,0 30,0 45,0 4,0 
ROX 2 837,5 83,1 56,0 9,0 30,0 85,0 4,0 
ROX-D₇ 1 844,6 158,3 56,0 9,5 36,0 45,0 4,0 
ROX-D₇ 2 844,6 83,1 56,0 9,5 36,0 81,0 4,0 
Anm.: Analyt-ID 1: Quantifier, Analyt-ID ≥ 2: Qualifier, Q1 bzw. Q3: Masse-Ladungsverhältnis des 
Precursor- bzw. Produkt-Ions im Q1 bzw. Q3, DP: Declustering Potential, EP: Entrance Potential, 
CEP: Cell Entrance Potential, CE Collision Energy, CXP: Collision Exit Potential 
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Tab. A-5: Massenübergänge und Potentialeinstellungen am LC-MS/MS-6500+ zur Quantifizierung von 















AMP 1 350,0 159,9 5 10 17 20 
AMP 2 350,0 106,0 5 10 21 12 
AMP 3 355,0 174,0 5 10 19 20 
AMP-D₅ 1 355,0 111,0 5 10 21 12 
AMP-D₅ 2 355,0 160,0 5 10 19 18 
Anm.: Analyt-ID 1: Quantifier, Analyt-ID ≥ 2: Qualifier, Q1 bzw. Q3: Masse-Ladungsverhältnis m/z des 
Precursor- bzw. Product-Ions im Q1 bzw. Q3, DP: Declustering Potential, EP: Entrance Potential, 




A-5 Erster Versuch zum Nachweis der enzymatischen Aktivität von 
 TEM-1-haltigen Kulturüberstand 
 
Die Vorgehensweise und Reaktionsbedingungen unterschieden sich in diesem ersten Versuch 
zum Nachweis der enzymatischen Aktivität von verschiedenen TEM-1-haltigen Kultur-
überständen von allen nachfolgenden Versuchen. Der Kulturüberstand wurde mit AMP 
versetzt und anschließend dieser Reaktionsansatz direkt miels LC-MS/MS analysiert, wobei 
zum Verfolgen des zeitlichen Verlaufs der AMP-Konzentration alle Proben wiederholt 
mehrfach injiziert wurden. Das bedeutet, eine separate Probenahme aus den Reaktions-
ansätzen, inklusive Inhibierung der enzymatischen Reaktion und Verdünnung der Proben, 
wie bei späteren Versuchen, erfolgte hier noch nicht. Die AMP-Konzentration wurde daher 
mit 500 µg·L¯¹ so gewählt, dass eine direkte antifizierung ohne Verdünnung möglich ist. 
Für beide getesteten β-Lactamase-Konstrukte, die sich hinsichtlich ihrer Leadersequenz 
unterschieden, konnte keine Verringerung der AMP-Konzentration nachgewiesen werden 
(Abb. A-2). In den Kontrollproben, die keine β-Lactamase produzieren sollten, blieb die 
AMP-Konzentration erwartungsgemäß konstant. Ursächlich ür die fehlende enzymatische 
Aktivität ist der zu niedrige pH-Wert (Kulturmedium pH 2,8). In nachfolgenden Versuchen 
konnte, nach Anheben des pH-Wertes und Optimierung des Versuchsablaufs, die enzyma-
tische Umsetzung von AMP nachgewiesen werden. 
 
 
Abb. A-2: Verlauf der AMP-Konzentration in Abhängigkeit vom eingesetzten Kulturüberstand, 
β₀ = 500 µg·L¯¹, Messwerte normiert auf Ausgangskonzentration β₀, Konstrukt: Kontrolle: 
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A-6 Nachweis der Inhibitorwirkung von Sulbactam in Kombination mit 
 TEM-1-His 
 
Zum Nachweis der Inhibitorwirkung von Sulbactam wurden ein Aliquot der TEM-1-His-
Lösung im Verhältnis 1:9 (v/v) mit 0,1 M KP, pH 7,4 verdünnt und dann 10 µL dieser Lösung 
in 480 µL Sulbactam-Lösung (β₁ = 10 mg·L⁻¹, β₂ = 1 mg·L⁻¹) ür 5 min inkubiert. Anschließend 
wurden 10 µL einer 5 mM AMP-Lösung zugegeben und nach definierten Zeitintervallen 
Proben entnommen, um den Verlauf der AMP-Konzentration dokumentieren zu können. 
Zum Vergleich wurde eine Versuchsreihe unter Standardbedingungen, also mit 480 µL 0,1 M 
KP, pH 7,4 anstelle der Sulbactam-Lösung, durchgeührt, um prinzipiell die enzymatische 
Aktivität der eingesetzten TEM-1 nachzuweisen. Die Abnahme der AMP-Konzentration in 
der Versuchsreihe mit 0,1 M KP im Reaktionsansatz bestätigt erwartungsgemäß die Aktivität 
der TEM-1-His (Abb. A-3). Demgegenüber war bei den Ansätzen mit Sulbactam, unabhängig 
von der eingesetzten Konzentration, keine Abnahme des AMP-Gehaltes nachweisbar. Sulbac-
tam ist demnach ein geeigneter Inhibitor, um die Aktivität der TEM-1-His schnell und zu-
verlässig abzustoppen. In allen Versuchen wurde, wenn nicht explizit anders angegeben, eine 
10 mg·L⁻¹-Sulbactam-Lösung eingesetzt. 
 
 
Abb. A-3: Nachweis der Wirksamkeit von Sulbactam (β₁ = 10 mg·L¯¹, β₂ = 1 mg·L¯¹) als Inhibitor für das 
Enzym TEM-1-His, Parallelversuch: Nachweis der enzymatischen Aktivität von TEM-1-His 
unter standardisierten Versuchsbedingungen (c₀(AMP) = 100 µM, 0,1 M KPi, pH 7,4), Mess-













Sulbactam, β₁ = 10 mg·L⁻¹
Sulbactam, β₂ =   1 mg·L⁻¹




A-7 TEM-1: Variation der Substratkonzentration 
 
Unter Verwendung der TEM-1-haltigen Kulturüberstände ist es gelungen AMP im Konzen-
trationsbereich von 0,083 mg·L¯¹ bis 83,3 mg·L¯¹ innerhalb von 2 h vollständig umzusetzen, 
wie der Verlauf der AMP-Konzentration in Abb. A-4 zeigt. 
 
 
Abb. A-4: Verlauf der AMP-Umsetzung in Abhängigkeit von der Reaktionszeit und der Ausgangskonzen-
tration β₀(AMP) = 0,038 bis 83,3 mg·L⁻¹, Messwerte normiert auf die jeweilige Ausgangskon-











  8,3 mg·L¯¹
  0,83 mg·L¯¹
  0,083 mg·L¯¹
24 
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A-8 TEM-8: Substratspezifität  
 
Abb. A-5 zeigt die Ergebnisse der Kontrollversuche zum Stabilitätsnachweis verschiedener 
Cephalosporine, dem Monobactam AZT und dem Aminopenicillin AMP im Hefe-Kultur-
medium. Erwartungsgemäß bleibt die Konzentration der meisten Antibiotika in den 
Kontrollproben, die keine enzymatische Aktivität aufweisen sollten, konstant. Die Abnahme 
der AMP-Konzentration wurde unter 4.2.3 diskutiert. 
 
 
Abb. A-5: Kontrollversuch zum Nachweis der Stabilität ausgewählter β-Lactam-Antibiotika, c₀ = 100 µM 
je Antibiotikum, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, Konstrukt: Kontrolle: 
























A-9 Vergleich der AMP-Umsetzung mit TEM-1 und TEM-8-haltigen 
Kulturüberständen sowie den Rohextrakten 
  Tab. A-6: Verlauf der AMP-Konzentration beim Einsatz von TEM-1- und TEM-8-haltigen 




n. d. – nicht detektiert 
 
  Tab. A-7: Verlauf der AMP-Konzentration beim Einsatz von TEM-1- oder TEM-8-haltigen 


































































LXII   
Zusätzlich wurden die optischen Dichten der Zellkulturen bestimmt, da unterschiedliche 
Zellzahlen auch Unterschiede in der Enzymkonzentration im Kulturüberstand erwarten 
lassen. Zur Messung der in Tab. A-8 dargestellten optischen Dichten wurden die Flüssig-
kulturen zuvor gut durchmischt, eine Probe entnommen und im Verhältnis 1:9 (v/v) mit frisch 
hergestelltem Medium verdünnt, um in den Messbereich des Photometers zu gelangen. Diese 
Verdünnung wurde bei den angegebenen OD-Werten bereits berücksichtigt. 
 
Tab. A-8: Optische Dichten (OD₆₀₀) verschiedener Zellkulturen, photometrische Messung bei 600 nm, 








 Versuchstag  
Konstrukt V1 V2 V3 
HSP150-TEM-1 4,96 3,67 6,41 
HSP150-TEM-1-His 6,49 3,75 6,44 
HSP150-TEM-8 2,87 2,99 4,94 
HSP150-TEM-8-His 3,52 2,99 2,95 
Kontrolle 6,26 3,23 6,25 
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A-10 TEM-1-His: Variation des pH-Wertes 
 
Die Kontrollproben ohne Enzymzusatz zeigen, dass AMP bei allen untersuchten pH-Werten 
über 24 h hinweg stabil ist (Abb. A-6). 
 
 
Abb. A-6: Nachweis der AMP-Stabilität in Abhängigkeit von dem vorliegenden pH-Wert des KPi-Puffers, 
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A-11 TEM-1-His: Substratspezifität  
 
Zum Nachweis der Stabilität der einzelnen β-Lactam-Antibiotika unter den gegebenen Ver-
suchsbedingungen wurden Kontrollen ohne Enzymzusatz hergestellt und analog zu den 
Ansätzen mit TEM-1-His beprobt. Wie die Daten in Abb. A-7 zeigen, bleibt die Antibiotika-
Konzentration in den Kontrollproben annähernd konstant. Die beobachtete Konzentrations-




Abb. A-7: Verlauf der β-Lactam-Antibiotika-Konzentration in den Kontrollproben (ohne TEM-1-His-Zusatz), 
Test der Einzelsubstanz, c₀ = 100 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangskonzentration c₀, 
Triplikate 
 
Wird anstelle der einzelnen β-Lactam-Antibiotika ein Mix dieser 8 Pharmaka verwendet, 
findet nur ein geringer Umsatz sta. Nach 24 h wurden maximal 35 % eines Antibiotikums 






























Abb. A-8: Verlauf der enzymatischen Reaktion bei Einsatz verschiedener Antibiotika als Mix, c₀ = 100 µM 
je β-Lactam-Antibiotikum d. h. Σc₀(Antibiotika) = 800 µM, Messwerte normiert auf die 
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A-12 Ere-A: Variation der Puffer 
  
Die Versuche zur ERY-Umsetzung in Abhängigkeit vom verwendeten Puffer wurden 
zusätzlich mit Zellextrakten des Kontrollstammes durchgeührt, um die Stabilität von ERY 
unter den vorliegenden Versuchsbedingungen zu überprüfen. Wie die Daten in Abb. A-9 
belegen, wurde in keiner Probe eine signifikante Reduktion der ERY-Konzentration 
festgestellt. Somit ist die Abnahme des ERY-Gehalts in den Ere-A-haltigen Proben eindeutig 
auf die enzymatische Umsetzung zurückzuühren.  
 
 
Abb. A-9: Verlauf der ERY-Umsetzung in Abhängigkeit vom verwendeten Puffer, c₀(ERY) = 100 µM, 














KPi,       50 mM, pH 7,6
HEPES, 50 mM, pH 7,6
MES,     50 mM, pH 6,3




A-13 Ere-A: Substratspezifität 
 
Zur Kontrolle der Stabilität der eingesetzten Makrolid-Antibiotika in zellfreien Rohextrakten 
wurden Versuchsreihen mit Zelllysaten des Kontrollstammes durchgeührt. Alle eingesetzten 
Antibiotika erwiesen sich unter diesen Versuchsbedingungen innerhalb des getesteten 
Zeitraumes von 24 h als stabil (Abb. A-10).  
 
 
Abb. A-10: Verlauf der enzymatischen Reaktion bei Einsatz verschiedener Makrolid-Antibiotika als Sub-
strate, c₀ = 100 µM, außer Anhydro-Ery: c₀ = 11,7 µM, Messwerte normiert auf die Ausgangs-















Anhydro-ERY (5,0 % MeOH)
AZI  (5,0 % MeOH)
CLA (3,7 % MeOH)
ERY  (0,0 % MeOH)
ERY  (3,7 % MeOH)
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